




ヒト分子シャペロン Hsp60 とそのアピカルドメインによる 
α-synuclein 凝集・アミロイド線維形成抑制に関する研究 











6-OHDA : 6-hydroxydopamine 
AD : apical domain 
ADP : adenosine diphosphate 
ANS : 8-anilino-1-naphthalenesulfonic acid 
ATP : adenosine triphosphate 
a.u. / AU : arbitrary unit 
Aβ : amyloid beta 
BH4 : sapropterin dihydrochloride 
BSA : bovine serum albumin 
BiP : binding immunoglobulin protein 
CCT : chaperonin containing T-complex polypeptide-1 
CD : circular dichroism 
ΔF : the change in frequency 
DNA : deoxyribonucleic acid 
DTNB : 5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoic acid) 




diacetic acid] dihydrochloride 
E. coli : Escherichia coli 
EDTA : ethylenediaminetetraacetic acid 
EthD-1 : ethidium homodimer – 1 
FBS : fetal bovine serum 
FCCS : fluorescence cross correlation spectroscopy 
Gdn-HCl : guanidine hydrochloride 
GFP : green fluorescent protein 
GFP-α-synuclein : GFP-tagged human α-synuclein 
GRP : glucose-regulated protein 
HEPES : 4-(2-hydroxyethyl) piperazine-1-(ethanesulfonic acid) 
His-tag : polyhistidine-tag 
Hsp : heat shock protein 
IPTG : isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 
iPS cell : induced pluripotent stem cell 




kobs : the apparent reaction rate 
koff : the dissociation rate 
kon : the association rate 
LB : Luria-Bertani 
MEM : minimum essential medium 
MPTP : 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6- tetrahydropyridine 
mRNA : messenger ribonucleic acid 
N2a : mouse neuroblastoma Neuro2a cells 
NAC : non-amyloid-β component 
NHS : N-hydroxysuccinimide 
NTA : nitrilotriacetic acid 
OD : optical density 
PAGE : polyacrylamide gel electrophoresis 
PAH : phenylalanine hydroxylase 
PBS : phosphate buffered saline 
PCR : polymerase chain reaction 
PD : Parkinson’s disease 
PDB ID : protein data bank identification 
PINK1 : PTEN-induced putative kinase 1 
PMSF : phenylmethylsulfonyl fluoride 
QCM : quartz crystal microbalance 
RFU : relative fluorescence units 
rpm : revolutions per minute / rotations per minute 
Rubisco : ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase 
SDS : sodium dodecyl sulfate 
-SH : sulfhydryl (thiol) group 
shRNA : short hairpin ribonucleic acid 
smFRET : single-molecule fluorescence resonance energy transfer 
SOD1 : superoxide dismutase type 1 
TAT : trans-activator of transcription 
TBS-T : tris buffered saline with Tween 20 
TEM : transmission electron microscope 
TH : tyrosine hydroxylase 
TNB : 5-mercapto-2-nitrobenzoic acid 
TRiC : T-complex polypeptide-1 ring complex 




Tris : tris(hydroxymethyl)aminomethane 
Triton X-100 : 4-(1,1,3,3-tetramethylbutyl) phenyl-polyethylene glycol solution 
Tween20 : polyoxyethylene sorbitan monolaurate 
UCSF : the university of California, San Francisco 
V2R : vasopressin receptor 2 
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ックタンパク質(Heat shock protein; Hsp)と総称され，その分子量に応じて Hsp60，Hsp70，
Hsp90 などと命名された。Hsp の多くは分子シャペロンとして機能し，熱ストレスだけでな
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表 1-2. 主要な分子シャペロン（[11]と[12]に基づく） 
 大腸菌  酵母   動物細胞  
  サイトゾル 小胞体 ミトコンドリア サイトゾル 小胞体 ミトコンドリア 
Hsp60 GroEL TRiC/CCT  Hsp60 TRiC/CCT  Hsp60 
Hsp10 GroES Prefoldin?  Hsp10 Prefoldin?  Hsp10 
Hsp70 DnaK Ssa1-4 
Ssb1-2 
Kar2 Ssc1 Hsp72 
Hsc73 
BiP Grp75 
Hsp40 DnaJ Ydj1 Sec63 
Scj1 
Mdj1-2 Hdj1 Mtj1 hTid1 
Nucleotide exchange factor GrpE Snl1p  Mge1 Bag-1  mt-GrpE 
Hsp104 ClpB Hsp104  Hsp78   hHsp78 
Hsp90 HtpG Hsp82 
Hsc82 
  Hsp90α Grp94 Trap1 
small Hsp IbpA 
IbpB 
Hsp26   Hsp27   
 
 
1-3. Hsp60 グループ 
Hsp60 はよく研究された分子シャペロンの一つである。Hsp60 は，その構造によってグルー
プ I 型とグループ II 型に分類される。グループ I 型 Hsp60 は真正細菌・ミトコンドリア・葉
緑体などに存在し，コシャペロニン Hsp10 と協同してシャペロンとして働く。対照的にグ
ループ II 型 Hsp60 は，古細菌や真核細胞の細胞質に存在し，コシャペロニン様の構造を自
身に組み込んだユニークな構造をしている。 
グループ I 型シャペロニンの代表例である大腸菌 GroEL は，構造や機能など詳細
に分析され，分子シャペロンの研究を先導してきた。1989 年 Goloubinoff ら[13]は，変性し
た Rubisco が GroEL, GroES, ATP 存在下でフォールディングすることを初めて実証した。
1990 年半ばには Xu らが GroEL-GroES 複合体の結晶構造解析を行なった[14]。この研究で，
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れる。エクアトリアルドメインは ATP 結合部位を含んでおり，GroEL の機能を支える ATPase
活性はこのドメインが担う。AD にはポリペプチドや GroES との結合領域が存在し，変性タ
ンパク質の認識と結合はこのドメインが主に担当する。GroES の結合にも関与する AD は，
ATP の結合と加水分解に応じてダイナミックに構造を変化させることが実験的に示されて
いる[15,16]。GroEL のエクアトリアルドメインに ATP が結合した後， AD が 90°ひねりなが
ら上方に 60°立ち上がるが，２つのドメインを連結するインターメディエイトドメインとこ
のドメインの両端にある 2 箇所のヒンジ（蝶番）がこの複雑な動きを可能にしている。GroEL




Machida ら [17]は AD を中心とした構造変化の要が，AD とインターメディエイトドメイン
の間のヒンジ（ヒンジ II）の 192 番目のアミノ酸残基グリシンであることを発見した。その
後，2016 年 Fukui ら[18]は，192 番目の位置に変異導入するアミノ酸残基のファン・デル・
ワールス半径と GroEL 全体，特に AD の表面疎水性には相関関係があり，トリプトファン
に変異させた GroEL G192W では GroEL/GroES 複合体形成時を模倣したオープン構造をと
った AD 配向であることを見いだした。 
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図 1-3. GroEL（上）と Hsp60（下）の構造 
 
 
          ヒトミトコンドリア Hsp60（以下，「Hsp60」と表記したものはミトコンドリア
Hsp60 を示す）は真核細胞におけるグループ I 型シャペロニンの代表例で，GroEL と約 50%
のアミノ酸配列相同性をもつ。図 1-3 に示すように七量体のリングが２段に背中合わせで
重なった構造や ATP 依存的にコシャペロニン Hsp10 と協同して分子シャペロンとして働く
など，GroEL と構造も機能もよく一致する[19]。しかし，GroEL と Hsp60 には，その構造安
定性やシャペロニンサイクルの差異も指摘されている。GroEL はヌクレオチド非存在下で




また，GroEL の結晶構造は，1994 年 Braig ら[20]によって 2.8 Å の分解度で発表され，その
三年後には GroEL-GroES 複合体の結晶構造が明らかになった[14]。リガンドの存在有無によ
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る GroEL の劇的な構造変化を解析することができた。一方，Hsp60 は結晶化に難航したた




N 末端 26 残基は，疎水性アミノ酸残基が多く，ほぼ周期的に正電荷のアルギニンが配置さ
れている。両親媒性 α へリックス構造を形成し，その螺旋の片側に正電荷のアルギニンが配
置されると考えられている[23]。これらの特徴がミトコンドリア移行シグナルとして機能す
る。そこに Hsp70 が結合し，ミトコンドリアに移行後，シグナル配列と Hsp70 は除去され，
ミトコンドリア内に移行した Hsp60 モノマー分子が会合し，多量体を形成する。Hsp60 は主
にミトコンドリアに局在するが，一部は細胞質ゾル[24]，細胞表面[25]，細胞外[26,27]などに
も存在する。 
真核細胞にはグループ I 型の Hsp60 以外に，細胞質に局在するグループ II 型シャ

























表 1-4 に示すように各疾患の原因とされているタンパク質は異なり，例えば PD は α-









ロトフィラメントが会合し，成熟アミロイド線維となる。蛍光色素 Thioflavin T は特異的に
アミロイド線維に結合して蛍光を放つことから，線維の検出色素として広く使用されてい
る[33]。最終的なアミロイド線維の線維幅は 10 – 15 nm，長さは数 μm の枝分かれのない構
 








向と一方向の報告があり，結論を得られていない。Blackley ら[35]や DePace ら[36]は Aβ タ
ンパク質や酵母プリオンタンパク質 Sup35 のアミロイド線維が双方向に伸長したと報告し
た。一方，Ban ら[37]や Inoue ら[38]は，透析アミロイドーシスの原因タンパク質 β2 ミクロ












ーと総称されている。α-synuclein は 140 アミノ酸残基の天然変性タンパク質で，通常は決ま
った構造を持っていない。しかし，細胞膜のリン脂質のような負電荷の脂質に結合すると α-
synuclein の N 末端領域が α へリックス構造を形成する[42]。生体内での α-synuclein の四次
 






α-synuclein は大きく分けて N 末端領域，NAC（non-amyloid-β component）領域，C
末端領域と呼ばれる 3 つの領域から構成され，1 - 60 残基からなる N 末端領域は両親媒性
で，KTKEGV の繰り返し配列の特徴を持つ。61 - 95 残基からなる NAC 領域はアミロイド
線維形成の核になる疎水性の領域で，96 - 140 残基からなる C 末端領域は酸性度が高く，特
定の構造を特にとらない[53]。何らかの理由で α-synuclein が凝集すると，規則的な構造のア
ミロイド線維が形成される。Fujiwara ら[54]は，レビー小体型認知症患者の脳から精製した
不溶性 α-synuclein を切断後，質量分析で解析し，129 番目のセリン残基（Ser）がリン酸化
していることを示した。このことから，Ser129 のリン酸化はレビー小体の形成に密接な関
係があると考えられている。また，アミロイド線維形成には C 末端の負電荷や 136 番目の
チロシン残基も重要であると報告されている[55]。 
2003 年に Braak ら[56]は，PD 患者の病理ステージとレビー小体の体内分布との関
連を報告した。その後の研究で脳内の α-synuclein の蓄積には，鼻腔から嗅索を介して脳に
至る経路と，胃に分布する迷走神経を逆行して延髄に至る経路の二つの経路があると考え




レビー小体内の α-synuclein には Hsp27， Hsp60， Hsp70 など様々な分子シャペロ
ンの共局在が報告されている[59]。Auluck ら[60]は，シャペロン活性の変化が PD の進行に
関与している可能性があることを指摘した。レビー小体に分子シャペロンが隔離されるこ
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とで，シャペロン活性が妨害され，細胞内は分子シャペロンの枯渇によって変性し，神経細
胞の喪失につながっていると Auluck らは考察している。 
 
 
1-6. PD 治療の現在とその課題 
PD は，中脳の黒質ドーパミン神経細胞が減少することで発症する難病である。PD の歴史
は古く，1817 年 Parkinson[61]が神経学的症候群として医学的に初めて紹介し，Shaking palsy
（振戦麻痺）という病名を付けた。その後， Charcot らはこの疾患には振戦型以外に硬直・
無動型があることを指摘し，Parkinson's disease（PD）と命名することを提唱した[62]。現在
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1-7. PD 根本治療・予防法開発に向けた研究とその課題 
































Kundel ら[68]は，蛍光ラベルを付けた Hsp70 と Tau を用いて一分子 FRET（single-
molecule fluorescence resonance energy transfer，smFRET）解析結果から，Hsp70 は Tau の線維
核形成の抑制に働き，凝集プロセスの初期段階に存在するオリゴマーを安定化することを
示した。Taguchi ら[69]は，脱凝集の働きをすることで知られる Hsp110 をマウスに遺伝子導
入し，脳内で α-synuclein の凝集抑制やアミロイド線維の伝播を抑制すること，さらに Hsp110
が広範なシャペロン機能を増強することを示した。また，Gorbatyuk ら[70]は GRP78 / BiP が
α-synuclein と複合体を形成し，小胞体ストレス応答をリプログラミングすることで，神経保
護的役割を果たすと報告した。Cox ら[71]は，低分子 Hsp が α-synuclein のアミロイド線維に
結合して伸長を防ぎ，線維表面の疎水性を低下させることでアミロイド線維の細胞毒性を
抑制することを報告した。また，Ekimova ら[72]は毒性のない低分子化合物の発現誘導剤 U-









効果についても報告されている。Sot ら[75]は TRiC/CCT が α-synuclein の凝集抑制の効果を
示した。TRiC/CCT のサブユニットの一部が Huntingtin の凝集抑制に効果を示したことで治
療への応用が期待されている[76]。我々の研究室の先行研究で，グループ I 型の大腸菌 Hsp60
である GroEL の AD の配向が α-synuclein のアミロイド線維化に強い影響を与えることを示
した。GroELのヒンジ IIの192番目のグリシンをトリプトファンに変異させたGroEL G192W
変異体は AD が上方に押し上げられたオープン構造を持ち，アミロイド線維化に対して強






1-9. PD とヒト由来 Hsp60 
PD 発症には，α-synuclein が重要なカギを握ると考えられるが，他にも PD 発症に関連する
因子が存在する。DJ-1 遺伝子はがん遺伝子であると同時に家族性 PD 遺伝子としても同定
されている。Jin ら[78]は PD モデル細胞をプロテオミクス解析し，α-synuclein と DJ-1 の両
方に関連する複合体内の相対存在量が電子伝達系阻害剤ロテノン処理後に有意に増加した
タンパク質の一つとして Hsp60 を検出した。PINK1 と Parkin は常染色体劣性若年性 PD の
原因遺伝子産物である。Rakovic ら[79]は PINK1 の基質を調査し，既知の結合パートナー
（Hsp90，CDC37）に加え，Hsp60 を含む 12 のタンパク質を同定した。Davison ら[80]は，
Parkin と相互作用するタンパク質の探索を二次元電気泳動法とタンデムアフィニティー精
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製法で行ない，質量分析法で同定した。Hsp60 を含む 4 つのタンパク質が両方の方法で共通
して検出された。また，Hsp60 はプロテアソーム阻害剤 MG132 に対して強い反応は見せず，
Parkin と間接的に相互作用していることも示された。14-3-3 はレビー小体での検出が報告さ
れ[81]，Parkin ノックアウトマウスで発現が抑制されるタンパク質である[82]が，Hsp60 は




を担っていることが分かった。また，神経毒 6-OHDA により損傷を受けた PD モデルラッ
トにヒト臍帯間葉系幹細胞と，それ由来のドーパミン作動性ニューロンを移植すると，運動
症状の改善と脳内の Hsp60 発現亢進が見られたことから，Hsp60 が行動回復のメカニズム
に関与している可能性が示された[85]。以上のように多数の研究結果から，Hsp60 は PD 関
連タンパク質に作用することが示され，疾患の予防や治療への有用性が予想される。 
近年，アルツハイマー病関連タンパク質である Aβ1-40 の Hsp60 によるアミロイド
線維化抑制効果が報告された[86]。しかしながら，Hsp60 による α-synuclein の凝集やアミロ
イド線維化抑制効果についてはこれまで明らかにされていない。PD において Hsp60 は重要
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1-10. 本研究の目的 
ヒト由来 Hsp60 は PD において重要な因子であるにもかかわらず，α-synuclein の凝集抑制効
果は検証されてこなかった。そこで，本研究ではヒト Hsp60 による α-synuclein の凝集・ア
ミロイド線維化抑制効果について in vitro による研究と細胞を用いての研究を詳細に行なっ
た。本学位論文は，七章で構成されている。 
 
【第一章 序論】では，本研究の背景として，Hsp60 を中心とした分子シャペロンや PD 関
連タンパク質である α-synuclein，また本論文の目的および構成について述べた。 
 
【第二章 Hsp60 WT と Hp60 G190W 変異体の作製】では，Hsp60 の AD の配向変化による
四次構造や表面疎水性への影響について調べた。 
 
【第三章 Hsp60 GW 変異体による α-synuclein アミロイド線維化抑制効果】では，Hsp60 WT
や Hsp60 GW 変異体と α-synuclein との相互作用解析やアミロイド線維形成抑制効果につい
て分析した。 
 
【第四章 Hsp60 AD の単離と安定化】では，Hsp60 の AD 単離とシステイン残基導入によ
る構造安定化について述べた。 
 
【第五章 AD(Cys) による α-synuclein アミロイド線維化抑制効果】では，AD(Cys)と α-
synuclein との相互作用解析やアミロイド線維形成抑制効果について調べた。 
 
【第六章 細胞内での AD(Cys) による α-synuclein 凝集抑制効果】では，GFP-α-synuclein 安
定発現株の樹立や酸化ストレス条件下での凝集形成観察，さらに AD(Cys)タンパク質の細胞
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第二章 Hsp60 WT と Hp60 G190W 変異体の作製 
 
2-1. 緒言 
先行研究で Machida ら[17]は，GroEL の AD-インターメディエイトドメイン間のヒンジ II に
存在するグリシン残基に着目した。小さなアミノ酸残基であるグリシンを嵩高いアミノ酸
残基のトリプトファンに変異させた GroEL G192W(GW)変異体は，トリプトファンが AD を
上方に配向したオープン構造であることが TEM 観察で確かめられた。さらに Fukui ら[18]
は，GroEL AD の配向変化に伴って，表面疎水性が変化することを報告した。この結果を本
研究では Hsp60 に応用することにした。GroEL G192 は，ヒト Hsp60 G190 に相当する[87]





2-2-1. Hsp60 WT の培養・精製 
2-2-1-1. pET23a(+)-hsp60WT プラスミド構築 
ヒト hsp60 WT 遺伝子は PCR で下記プライマーを用いて増幅した。 
 
hsp60 WT プライマー配列 
5’- GTA CCC ATA TGG CCA AAG ATG TTA AAT TTG-3’ (forward)  
5’- TGG CCA TAT GGG TAC CGC GGA CAA GAC ACG-3’ (reverse) 
 
PCR 産物は， Nde I と Sac I (Takara Bio)で制限酵素処理し，pET23a(+) vector (Merck) とラ
 





pET23a(+)-hsp60 WT プラスミドを大腸菌コンピテントセル Escherichia coli (E. coli) 




終濃度 50 μg/mL のアンピシリンを含んだ LB 液体培地 37℃で試験管培養し，バッフル付き
フラスコでの本培養に移った。OD600が 0.6 に達したところで終濃度 1 mM の isopropyl β-D-
1-thiogalactopyranoside (IPTG)を加えて，発現誘導した。一晩培養後，8000 rpm， 20 分， 4℃
で集菌した。 
 
2-2-1-4. Hsp60 WT 精製 
Hsp60 WT の精製は次の手順で行なった。 
1.菌体破砕 
大量培養で得た菌体を 10 倍(w/v)量の[Hsp60WT 精製 buffer]に懸濁し，そこに 1/100 量





下した。滴下はおよそ 1 mL/min の流速で，マグネティックスターラーで攪拌しなが
ら行なった。全量滴下後，そのまま室温で 1 時間攪拌を続けた。その後，14,000 rpm，
 






で攪拌を続け，14,000 rpm，4℃，30 分遠心分離した。 
4.ゲルろ過クロマトグラフィー 
遠心後沈殿を回収し，少量の[Hsp60WT 精製 buffer]に溶解した。溶解しなかったもの
を除去するために遠心分離し，その上清をフィルターろ過した。[Hsp60WT 精製 buffer] 
で平衡化したゲルろ過クロマトグラフィーカラム（Superdex 200 Increase 10/300 GL 
Column，Cytiva）にアプライした。流速は 0.75 mL/min で行なった。ピークが出現し
た画分を SDS-PAGE で分析し，Hsp60WT が溶出した画分を回収した。 
5.陰イオン交換クロマトグラフィー 
[Hsp60WT 精製 buffer] で平衡化した陰イオン交換クロマトグラフィーカラム
（Resource Q 6 mL Column，Cytiva）にアプライし，0 - 0.6 M NaCl のグラジエント（10
カラム体積）で溶出させた。流速は 2 mL/min で行なった。ピークが出現した画分を




[Hsp60 WT 精製 buffer] 
50 mM Tris-HCl (pH 7.8 at 25℃) 
2 mM DTT 
2 mM EDTA 
精製後 Hsp60 WT は，N 末端 8 残基アミノ酸シークエンス解析で配列確認を行なった。 
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2-2-1-5. タンパク質の定量 
Hsp60 WT の定量は下記の手順で行なった。 
1. バイオ・ラッドプロテインアッセイ濃縮色素試薬(Bio-Rad)を超純水で 5 倍希釈し，2 mL
ずつ分注した 
2. [定量検量線用 BSA]に記したように BSA と超純水を混合し，0 – 0.5mg/mL の BSA を準備
した 
3. 2.を 1.に加え，混合した 
4. Hsp60 WT を検量線用試験管の色を参考にして 0.1 – 0.5mg/mL になるように希釈し，超純
水を足して 40 μL とした 
5. 4.を 1.に加えた 
6. 2.の 595 nm の吸光度を測定し，検量線を描いた 
7. 4.の 595 nm の吸光度を測定し，Hsp60 WT の濃度を求めた 
 
[定量検量線用 BSA] 
濃度(mg/mL) 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 
BSA(μL) 0 8 16 24 32 40 
超純水(μL) 40 32 24 16 8 0 
 
2-2-2. Hsp60 G190W(GW)の培養・精製 
2-2-2-1. pET24a(+)-hsp60GW プラスミド構築 




5’-ATC GAA TGG ATG AAA TTC GAT CGC GGT TA-3’ (forward) 
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5’-TTT CAT CCA TTC GAT AAT TTC CAG TTC ATC-3’ (reverse) 
 




pET24a(+)-hsp60 GW プラスミドを大腸菌コンピテントセル E. coli JM109(DE3)に加え形質
転換し，30 μg/mL のカナマイシン入り LB 寒天培地で一晩 37 ℃で静置培養した。 
 
2-2-2-3. 大量培養 
終濃度 30 μg/mL カナマイシンを含んだ 2xTY （もしくは LB）培地で 25℃ で試験管培養
後バッフル付きフラスコでの本培養に移り，一晩培養した。 
 
2-2-2-4. Hsp60 GW 精製 
Hsp60 GW の精製は次の手順で行なった。 
1.菌体破砕 
大量培養で得た菌体を 10 倍(w/v)量の[Hsp60 GW 精製 buffer]に懸濁し，そこに 1/100





下した。滴下はおよそ 1 mL/min の流速で，マグネティックスターラーで攪拌しなが
ら行なった。全量滴下後，そのまま室温で 1 時間攪拌を続けた。その後，14,000 rpm，
 






で攪拌を続け，14,000 rpm，4℃，30 分遠心分離した。 
4.ゲルろ過クロマトグラフィー 
遠心後沈殿を回収し，少量の[Hsp60 GW 精製 buffer]に溶解した。溶解しなかったもの
を除去するために遠心分離し，その上清をフィルターろ過した。[Hsp60 GW 精製
buffer] で平衡化したゲルろ過クロマトグラフィーカラム（Superdex 200 Increase 10/300 
GL Column，Cytiva）にアプライした。流速は 0.75 mL/min で行なった。ピークが出現
した画分を SDS-PAGE で分析し，Hsp60 GW が溶出した画分を回収した。 
5.陰イオン交換クロマトグラフィー 
[Hsp60 GW 精製 buffer] で平衡化した陰イオン交換クロマトグラフィーカラム
（Resource Q 6 mL Column，Cytiva）にアプライし，0 – 0.45 M NaCl のグラジエント
（12 カラム体積）で溶出させた。流速は 2 mL/min で行なった。ピークが出現した画
分を SDS-PAGE で分析し， Hsp60 GW が溶出した画分を回収した。外液を[Hsp60 GW
精製 buffer] として 4℃で，マグネティックスターラーで攪拌し，外液を交換しながら
透析した。遠心限外濾過で濃縮し，4℃で保存した。 
 
[Hsp60 GW 精製 buffer] 
50 mM Tris-HCl (pH 7.8 at 25℃) 
2 mM DTT 
2 mM EDTA 
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Hsp60 GW の定量は，「2-2-1-5. タンパク質の定量」に記した方法で行なった。 
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2-2-3. ゲルろ過クロマトグラフィーによる Hsp60 GW の四次構造解析 
Hsp60 WT と G190W の点変異導入を行なった Hsp60 GW の四次構造に変化があるかどうか
を調べるため，ゲルろ過クロマトグラフィーで解析を行なった。[ゲルろ過クロマトグラフ
ィーbuffer]で Superdex 200 Increase 10/300 GL column (Cytiva)を平衡化し，0.5 mg の Hsp60 WT
や Hsp60 GW をそれぞれアプライし，溶出されるピークの位置を調べた。分子量と溶出量の
標準マーカーとして Gel Filtration Standard (Bio-Rad)を使用した。Gel Filtration Standard には，
Thyroglobulin (bovine) 分子量 670,000，  γ-globulin (bovine) 分子量 158,000，  Ovalbumin 
(chicken)分子量 44,000， Myoglobin (horse) 分子量 17,000 が含まれる。 
 
[ゲルろ過クロマトグラフィーbuffer ] 
50 mM Tris-HCl (pH 7.8 at 25℃) 
2 mM DTT 
2 mM EDTA 
 
2-2-4. Hsp60 WT と Hsp60 GW の TEM 観察 
TEM 観察試料の前処理は，下記手順で行なった。 
1. イオンスパッタ装置(E1010， Hitachi)を用いて低真空でコロジオン膜貼付メッシュ(400 メ
ッシュ，銅タイプ，Nisshin EM)表面に 10 秒間放電した。 
2. Hsp60 WT と Hsp60GW を[Hsp60TEM 観察 buffer]でそれぞれ 0.3 – 0.4 mg/mL に調整し，2
分間，膜に静置した。 
3. 終濃度 2%になるようにグルタルアルデヒドを添加し，さらに 2 分間静置した。 
4. 2 回[Hsp60TEM 観察 buffer]で膜表面を洗い，2%酢酸ウラニル/50%エタノールで 20 秒間
ネガティブ染色した。 
5. 50%エタノールと[Hsp60TEM 観察 buffer]で膜表面を洗った。 
6. デシケーターに一晩静置し，翌日観察した。 
7. 観察は，JEM-1400plus (JEOL)を用いて 80 kV で行なった。 
 
- 28 - 
 
[Hsp60TEM 観察 buffer] 
25 mM Tris 
150 mM NaCl 
20 mM KCl 
10 mM Mg(CH3COO)2 
 
2-2-5. ANS 蛍光測定による Hsp60 GW の表面疎水性評価 
Hsp60 WT と Hsp60 GW の表面疎水性を比較するため，ANS 蛍光測定を行なった。ANS は
疎水環境下で著しく蛍光強度が増大するため，疎水性プローブとして使用される蛍光色素
である[88,89]。蛍光測定は， 96 ウェルマイクロプレートに [ANS 蛍光測定 buffer]を入れ，
[ANS 蛍光測定条件]で行なった。測定には Hsp60 WT と Hsp60 GW はそれぞれ 9.4 μg を使用
した。Hsp60WT や Hsp60GW の入っていない[ANS 蛍光測定 buffer]の蛍光スペクトルも併せ
て測定し，バックグラウンドとして Hsp60WT や Hsp60GW の測定結果から差し引いた。 
 
[ANS 蛍光測定 buffer] 
50 mM Tris-HCl (pH7.8 at 25℃) 
10 mM Mg(CH3COO)2 
20 mM KCl 
2 mM DTT 
5 μM ANS (励起波長 371 nm， 蛍光極大波長 482 nm，
FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation) 
 
[ANS 蛍光測定条件] 
測定機器 Infinite M200 マイクロプレートリーダー(TECAN) 
測定容器 96 ウェルマイクロプレート(polystyrene plate， black 
with transparent bottom; Greiner Bio-One) 
測定ステップ 5 nm 
励起波長 371 nm 
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2-3. 結果 
2-3-1. ゲルろ過クロマトグラフィーによる Hsp60 の四次構造解析 
GW 変異導入による Hsp60 の四次構造への影響を確認するため，精製 Hsp60 変異体サンプ
ルのゲルろ過クロマトグラフィーで解析を行なった（図 2-3-1）。評価には Gel Filtration 
Standard の各溶出ピークから算出された溶出量と分子量の検量線 y = 7.9341 – 0.22968 x， R2 
= 0.9914 を用いた。この検量線より各サンプルの分子量を溶出ピークから推定したところ，





図 2-3-1. Hsp60 の四次構造解析 
(左図)溶出量と分子量の検量線 
（右図）Hsp60 WT（黒）と Hsp60 GW（赤）の溶出ピーク 
 
 
2-3-2. Hsp60 WT と Hsp60 GW の TEM 観察 
TEM 測定によると，図 2-3-2 に示すように，Hsp60 WT，Hsp60 GW ともに 14 量体を「上」
から見た様子をとらえたと考えられるリング状の分子と，「横」から見た様子をとらえたと
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考えられる分子が観察できた。Hsp60 WT と Hsp60 GW の「横」から見た様子を比較すると，
Hsp60 WT は円柱形（長方形）に近い形をしているが，Hsp60 GW はフットボール形をして
いた。Hsp60 GW は AD が上方向に上がったオープン構造をしていることが示された。 
 
 
図 2-3-2. Hsp60 の TEM 観察画像 
(a と d)の白四角で示した箇所を拡大し(b と e)に示した。 
スケールバーは 50 nm。(c と f)Hsp60 を「横」から描いたイメージイラスト 
 
 
2-3-3. ANS 蛍光測定による Hsp60 の表面疎水性評価 
GW 変異導入が Hsp60 に与える表面疎水性への影響を調べるために ANS 蛍光測定を行なっ
た。ANS は，371 nm の波長で励起されると最大波長 482 nm の蛍光を発する。図 2-2-3 の
ように，Hsp60 GW は Hsp60 WT よりも強い ANS 蛍光を示した。AD の配向変化を持たせた
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Hsp60 GW は表面の疎水性が Hsp60 WT に比べ，高いことが示された。 
 
 
図 2-3-3. Hsp60 WT（黒）と Hsp60 GW（赤）の ANS 蛍光スペクトル 
  
 









定する要因であることが示唆された。sapropterin dihydrochloride (BH4) は，phenylalanine 






図 2-4-1. GroEL G192X 変異体の構造的特徴[18] 
(A) 遠紫外 CD スペクトル 
(B) ANS 蛍光スペクトル。挿入図は，192 番目の置換に用いたアミノ酸側鎖の










まえ，第二章では，Hsp60 WT と 190 番目（GroEL の 192 番目に相当）の小さなアミノ酸残
基グリシンを嵩高いアミノ酸残基トリプトファンに変異させた Hsp60 GW の作製とこれら
の構造・疎水性解析を行なった。図 2-3-2 に示すように，Hsp60 GW は AD が上方に押し上
げられたオープン構造を持つことが分かった。ゲルろ過クロマトグラフィーによる四次構
造解析の結果(図 2-3-1)，Hsp60 WT と Hsp60 GW に大きな四次構造変化は見られなかった。
変異導入によるリング同士の解離やモノマーへの解離はなかったことが示された。オープ
ン構造への変化による表面疎水性評価を ANS 蛍光で調べた(図 2-3-3)。Hsp60 GW は Hsp60 




Hsp60 の結晶構造はオープン構造のもの（PDB ID: 4PJ1）のみが既報であるため，クローズ
ド構造の解析はできなかった。上（AD 側）から見たリングの表面疎水性は，Kyte と Doolittle 
が報告した hydrophobicity scale[92]を用いて，表面を色分けした。色は，高疎水性を red， 高
親水性を dodger blue， hydrophobicity scale が 0 を white に設定した。図 2-4-3 の(a)と(b)の
表面疎水性領域を比較すると，AD が上方に持ち上がったオープン構造(a)の方がクローズド
構造(b)よりも赤で示した表面疎水性領域が広い。GroEL は，AD が上方に配向変化する際，
およそ 90 度ひねりながら 60 度持ち上がる事がわかっている[14]。ひねりながら上方に配向
変化することで，クローズド構造の時には内部に埋没していた疎水性アミノ酸残基が表面
に露出し，オープン構造の GroEL は表面疎水性が高くなる。GroEL の相同タンパク質であ
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る Hsp60 でも同じような配向変化が起こっていると予測できる。このような AD の配向変




図 2-4-2. GroEL と Hsp60 の AD 配向変化と上(AD 側)から見たリングの表面疎水性 
(a) GroEL オープン構造 (PDB ID: 1AON) 
(b) GroEL クローズド構造 (PDB ID: 1XCK) 
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GroEL GW 変異体が野生型と比べ，α-synuclein との相互作用やアミロイド線維化抑制効果が
強力であることが報告されている[18]。GroEL の相同タンパク質である Hsp60 においても同
様の効果が期待できることから，異なる表面疎水性を持った Hsp60 WT と Hsp60 GW によ




3-2-1. α-synuclein の培養・精製 
3-2-1-1. 形質転換 
pET23a(+)-α-synuclein プラスミドを大腸菌コンピテントセル E. coli BLR(DE3)に加え形質転
換し，50 μg/mL のアンピシリン入り LB 寒天培地で一晩 37 ℃で静置培養した。 
 
3-2-1-2. 大量培養 
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3-2-1-3. α-synuclein 精製 
α-synuclein の精製は次の手順で行なった。 
1.菌体破砕 
大量培養で得た菌体を 10倍(w/v)量の[α-synuclein精製 buffer(1)]に懸濁し，そこに 1/100





下した。滴下はおよそ 1 mL/min の流速で，マグネティックスターラーで攪拌しなが
ら行なった。全量滴下後，そのまま室温で 30 分間攪拌を続けた。その後，14,000 rpm，
4℃，30 分遠心分離した。 
3.熱処理 
遠心後上清を回収し，70 - 75℃で 15 分間熱処理した。処理後は氷上に置いて 4℃まで




で攪拌を続け，14,000 rpm，4℃，40 分遠心分離した。 
5.陰イオン交換クロマトグラフィー 
遠心後沈殿を回収し，少量の[α-synuclein 精製 buffer(2)]に溶解した。外液を[α-synuclein
精製 buffer(2)] として 4℃で，マグネティックスターラーで攪拌し，外液を交換しな
がら透析した。溶解しなかったものを除去するために遠心分離し，その上清をフィル
ターろ過した。[α-synuclein 精製 buffer(2)] で平衡化した陰イオン交換クロマトグラフ
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ィーカラム（Resource Q 6 mL Column，Cytiva）にアプライし，0 – 0.4 M NaCl のグラ
ジエント（10 カラム体積）で溶出させた。流速は 2 mL/min で行なった。ピークが出
現した画分を SDS-PAGE で分析し，α-synuclein が溶出した画分を回収した。 
6.凍結乾燥 
透析外液を 5 mM NH4HCO3 として 4℃で 2 時間，マグネティックスターラーを用い




[α-synuclein 精製 buffer(1)] 
50 mM Tris-HCl (pH 7.5 at 4℃) 
0.1 mM DTT 
1 mM EDTA 
 
[α-synuclein 精製 buffer(2)] 
50 mM Tris-HCl (pH 7.5 at 25℃) 













の濃度で含まれている溶液を光路長 1 cm のセルで測定した時に得られる 280 nm の吸光度
は 0.354 である[93]。未知濃度 α-synuclein 溶液の 280 nm の吸光度を測定し，α-synuclein の
モル吸光係数 0.354 から α-synuclein の濃度を算出した。 
 
3-2-2. Thioflavin T による α-synuclein アミロイド線維化測定 
Hsp60 WT や Hsp60 GW 存在下・非存在下での α-synuclein アミロイド線維化を調べるため，
Thioflavin T 蛍光強度測定をプレートリーダーで行なった。アミロイド線維を形成するタン
パク質は， β シート構造を形成しており，Thioflavin T 等の蛍光色素が特異的に結合して蛍
光を発する。α-synuclein (1 mg/mL)をさまざまな濃度の Hsp60 WT や Hsp60 GW 存在下で 振
盪させた。96ウェルプレートの各ウェルには polytetrafluoroethyleneビーズを入れ，[Thioflavin 
T 測定 buffer]で調整し測定した。 
 
[Thioflavin T 測定 buffer] 
25 mM Tris-HCl (pH 7.4 at 37℃) 
150 mM NaCl 
20 μM Thioflavin T 
 
[Thioflavin T 測定条件] 
測定機器 プレートリーダー(ARVO X4， PerkinElmer) 
測定容器 96-well マイクロプレート(polystyrene plate， black 
with transparent bottom; Greiner Bio-One) 
測定温度 37℃ 
振盪モード orbital shaking 
測定間隔 15 分 
励起波長 450 nm 
測定波長 486 nm 
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3-2-3. ゲルろ過クロマトグラフィーによる振盪前後の四次構造解析 
プレートリーダーでの振盪によって Hsp60 WT や Hsp60 GW の四次構造が変化するかどう
かを調べるため，ゲルろ過クロマトグラフィーで解析を行なった。[3-2-2. Thioflavin T によ
る α-synuclein アミロイド線維化測定]に記した条件で Hsp60 WT や Hsp60 GW をそれぞれ単
独で振盪した。[ゲルろ過クロマトグラフィーbuffer]で Superdex 200 Increase 10/300 GL column 
(Cytiva)を平衡化し，0.5 mg の Hsp60 WT や Hsp60 GW をそれぞれアプライし，溶出される
ピークの位置を調べた。分子量と溶出量の標準マーカーについては[2-2-3. ゲルろ過クロマ
トグラフィーによる Hsp60 GW の四次構造解析]に記した。 
 
[ゲルろ過クロマトグラフィーbuffer ] 
50 mM Tris-HCl (pH 7.8 at 25℃) 
2 mM DTT 
2 mM EDTA 
 
3-2-4. 透過型電子顕微鏡(TEM)観察 
Hsp60 WT や Hsp60 GW 存在下・非存在下で振盪させた α-synuclein サンプルは，下記の手順
で前処理を行なった。コロジオン膜貼付メッシュ(400 メッシュ，銅タイプ，Nisshin EM)表
面にサンプルをのせ，1 分間，膜に静置した。超純水で膜表面を洗い，EM ステイナー(Nisshin 
EM)でネガティブ染色した。超純水で膜表面を洗い，デシケーターに一晩静置後，翌日観察
した。TEM 観察は，JEM-1400plus (JEOL)を用いて 80 kV で行なった。 
 









synuclein のアミロイド線維は特徴的な β シート構造を持つことが知られている。そこで，
さまざまな濃度の Hsp60 WT や Hsp60 GW 存在下・非存在下で振盪させた α-synuclein の CD
スペクトルを測定し，二次構造の変化を調べた。α-synuclein は[α-synuclein/Hsp60 CD スペク
トル測定 buffer ]で 0.2 mg/mL になるように調整した。光路長 0.1 cm の合成石英セル(GL 
Sciences)にサンプルを入れ，円二色性分散計(J-820， JASCO)で測定した。測定結果から
Hsp60 WT や Hsp60 GW のスペクトルを差し引いた。 
 
[α-synuclein/Hsp60 CD スペクトル測定 buffer ] 
25 mM Tris-HCl (pH 7.7 at 25℃) 
 
[CD スペクトル測定条件] 
感度 Low (1000 mdeg) 
開始波長 250 nm 
終了波長 200 nm 
データ取り込み間隔 0.1 nm 
走査モード continuous 
走査速度 50 nm/min 
レスポンス 0.25 sec 
バンド幅 10 nm 
積算回数 16 回 
測定温度 25℃ 
 
3-2-6. 免疫沈降法による α-synuclein と Hsp60 の結合解析 
α-synuclein と Hsp60 WT や Hsp60 GW が結合するかどうか調べるため，免疫沈降法とウェス
タンブロット法を組み合わせて下記手順で調べた。 
 
1. α-synuclein と Hsp60 WT や Hsp60 GW をモノマーモル比 1:1 で[免疫沈降用振盪条件]で一
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時間振盪した。 
2. SureBeadsTM Protein A Magnetic Beads (Bio-Rad) 50 μL を PBS-T (PBS + 0.1% Tween20) で 3
回洗浄 
3. PBS-T 200 μL と抗体 2 μL をビーズに加えた 
4. 10 分間 4℃で回転 
5. 磁気分離，ビーズ回収 
6. 1.サンプルを 5.のビーズ+抗体に加えた 
7. 4 時間，4℃で回転 
8. 磁気分離，ビーズ回収 
9. PBS-T で 10 分 x 3 回洗浄 
10. 磁気分離，ビーズ回収 
11. 2 x SDS ローディングバッファ―をビーズに 10 μL 添加 
12. 3 分間煮沸 
13. 15%ポリアクリルアミドゲルで泳動 
14. 泳動後のゲルを[トランスファーバッファー]で 15 分振盪し平衡化 
15. セミドライ式で PVDF 膜に転写（15V 定電圧，45 分間） 
16. 膜を[TBS-T]で 5 分振盪 
17. [ブロッキングバッファー] で 1 時間振盪 
18. [TBS-T]で 5 分 x 3 回振盪 
19. 4℃，一晩，一次抗体反応(anti-Hsp60 (1 : 5000) もしくは anti-α-synuclein (1 : 1000)) 
20. [TBS-T]で 5 分 x 3 回振盪 
21. 室温，1 時間，二次抗体反応(anti-rabbit IgG もしくは anti-mouse IgG (1:10000)) 
22. [TBS-T]で 5 分 x 3 回振盪 
23. 膜に Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagents (Cytiva)を添加し，インキュ
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ベート 
24. ImageQuant LAS 4000mini (Cytiva)で検出 
 
[免疫沈降用振盪条件] 
振盪機器 プレートリーダー(ARVO X4， PerkinElmer) 
温度 37℃ 
振盪モード orbital shaking 
 
[トランスファーバッファー] 
192 mM グリシン 





20 mM Tris 








anti-Hsp60 Mab11-13 (1/5000 dilution)， mouse， abcam 
anti-α-synuclein MJFR1 (1/1000 dilution)， rabbit， abcam 
anti-rabbit IgG 1/10000 dilution，Cytiva 
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3-2-7. QCM による α-synuclein と Hsp60 GW の相互作用解析 
α-synuclein と Hsp60 との相互作用を水晶振動子マイクロバランス法 (Quartz Crystal 







1. 1% SDS で洗浄 
2. 超純水で洗浄 
3. ピランハ溶液(H2SO4 : H2O2 = 3 : 1)を基板表面に 5 分間静置 
4. 超純水で洗浄 
5. ピランハ溶液を基板表面に 5 分間静置 
6. 超純水で洗浄 
 
[His-α-synuclein/Hsp60 QCM 測定法] 
1. 0.5 mM Dithiobis (C2-NTA) 50 μL 添加し，静置 10 分 
2. 超純水で洗浄 
3. [Ni buffer] 50 μL 添加し，静置 10 分 
4. 超純水で洗浄 
5. [His-α-synuclein/Hsp60 測定 buffer]450μL 添加し，センサーの安定を待った 
6. 1 μM His-α-synuclein 50 μL 添加し，基板上に固定 
7. センサー内を新しい[His-α-synuclein/Hsp60 測定 buffer]に入れ替え，センサーの安定を待
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った 




2. [imidazole buffer] 50 μL 添加し，静置 30 分 
3. 超純水で洗浄 
4. [His-α-synuclein/Hsp60 QCM 測定法]の 3.からもう一度行ない，次のサンプルを測定した 
 
[QCM 測定条件] 
測定機器 Affinix QN μ (ULVAC) 
測定温度 25℃ 




10 mM NiSO4 
20 mM HEPES 
150 mM NaCl 
50 mM EDTA 
pH 7.5 
 
[His-α-synuclein/Hsp60 測定 buffer]  
25 mM Tris 
150 mM NaCl 
pH 7.7 at 25℃ 
 
 [imidazole buffer]  
0.4 M imidazole 
20 mM HEPES 
150 mM NaCl 
pH 7.5 
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3-2-8. α-synuclein アミロイド線維化過程における Hsp60 の遅延添加効果の検証 
α-synuclein のアミロイド線維化過程のさまざまな段階で Hsp60 を添加し，その効果を調べ
るために遅延添加実験を行なった。α-synuclein のアミロイド線維化過程 0 時間（初めから
Hsp60 存在下），2 時間，6 時間，24 時間時点で 0.1 モノマーモル比の Hsp60 WT もしくは
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3-3. 結果 
3-3-1. Thioflavin T による α-synuclein アミロイド線維化測定 
図 3-3-1 に示すように，Thioflavin T 蛍光強度は，Hsp60 WT や Hsp60GW の濃度依存的に抑
えられた。0.1 モノマーモル比 Hsp60 WT と Hsp60 GW の効果を比較すると，Hsp60 GW を
α-synuclein に共存させると，Thioflavin T 蛍光強度は強く抑えられた。対照的に，Hsp60 WT




図 3-3-1. Hsp60（WT は左図，GW は右図）存在下・非存在下で 
アミロイド線維形成した α-synuclein の Thioflavin T 蛍光強度の変化 






ロマトグラフィーで四次構造解析を行なった（図 3-3-2）。振盪前の Hsp60 WT と Hsp60 GW
の溶出量は「2-3-2. ゲルろ過クロマトグラフィーによる Hsp60 の四次構造解析」で示した通
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り，ほとんど変化が見られず，振盪後の Hsp60 WT と Hsp60 GW の溶出量は，Hsp60 WT が










図 3-3-3. Hsp60(0.1 モノマーモル比)存在下・非存在下で 
50 時間振盪した α-synuclein の TEM 画像。スケールバーは 500 nm 
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Hsp60 が α-synuclein のアミロイド線維形成に与える効果を調べるため，TEM 観察を行なっ
た。0.1 モノマーモル比の Hsp60 存在下もしくは非存在下で α-synuclein を 50 時間振盪した
後，観察した（図 3-3-3）。α-synuclein のみで振盪させたサンプルは，線維が多く形成されて
いた。Hsp60 WT 存在下で α-synuclein を振盪させたサンプルは，部分的に線維が観察され




3-3-4. CD スペクトル測定による α-synuclein の二次構造解析 
Hsp60 が α-synuclein の二次構造に与える影響を CD スペクトル測定で調べた。図 3-3-4 (左・
中央)に示したように，黒のトレースで表した α-synuclein のみの振盪条件では，216 – 218 nm
付近に負の極大を示し，典型的な β シートリッチな構造であることが示された。 
 
 
図 3-3-4. (左・中央)様々な濃度の Hsp60 存在下で振盪した後の α-synuclein の CD
スペクトル。Hsp60 の CD スペクトルは差し引いた結果を示している。 
（黒）α-synuclein のみ，α-synuclein：Hsp60 のモノマーモル比で（緑）1：0.01，
（灰色）1：0.05，（赤）1：0.1，（青）1：0.2，（右）Hsp60（青：WT，赤：GW）
各濃度における α - s y n u c l e i n の 2 1 6  n m の  C D スペクトル値変化 
 
 
さまざまな濃度の Hsp60 を共存させると α-synuclein の CD スペクトルは，Hsp60 の濃度依
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存的に変化した。図 3-3-4（右）では，各濃度の Hsp60 が与える α-synuclein のアミロイド線
維形成への効果を調べるため，216 nm の CD スペクトル値の変化を比較した。Hsp60 GW は
低濃度で 216 nm の負の値，つまり β シート構造形成を抑えたことが示された。 
 
 
3-3-5. 免疫沈降法による α-synuclein と Hsp60 の結合解析 
Hsp60 と α-synuclein が結合するかどうかを調べるため，免疫沈降法とウェスタンブロット
法を組み合わせて解析を行なった。図 3-3-5 に示すように，免疫沈降法で Hsp60 抗体に反
応させた後，ウェスタンブロット法で α-synuclein 抗体を用いて検出した場合も，免疫沈降
法で α-synuclein 抗体に反応させた後，ウェスタンブロット法で Hsp60 抗体を用いて検出し
た場合もバンドが検出された。Hsp60 が α-synuclein と結合することが示された。 
 
 
図 3-3-5. 免疫沈降法とウェスタンブロット法による結合解析 
 
 
3-3-6. QCM による α-synuclein と Hsp60 の相互作用解析 
Hsp60 と α-synuclein の相互作用の強さを調べるために QCM 法で解析を行なった。図 3-3-6
（左と中央）は，基板に固定した α-synuclein とさまざまな濃度の Hsp60 の相互作用のセン
サーグラムを示す。加えた Hsp60 の濃度が高いほど ΔF が大きくなった。同じ濃度の Hsp60 
WT と Hsp60 GW を添加した時のセンサーグラムを比較すると，Hsp60 GW を添加したサン
プルにおける ΔF 値がより大きい値となった。このことは，Hsp60 GW の方が Hsp60 WT よ
りも α-synuclein との結合親和性が高いことを示唆する。見かけの速度定数と Hsp60 の濃度
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は，線形相関を示した（図 3-3-6(右)）。得られた kon， koff， Kd値は，表 3-3-6 にまとめた。
α-synuclein に対する Kd値は，Hsp60 WT は 4.29 nM，Hsp60 GW は 0.963 nM であった。Hsp60 
GW が α-synuclein に対する強い親和性を持つことが示された。 
 
 
図 3-3-6. 基板に固定した α-synuclein モノマーへの Hsp60 の相互作用解析 
(左と中央) Hsp60 の濃度はそれぞれ 2.5 nM (黒)， 5 nM (水色)， 10 nM (黄
緑)， 15 nM (濃い緑)，20 nM (赤)。(右) kobs と各濃度の Hsp60 の相関図 
 
表 3-3-6. 図 3-3-6 から求めた kon， koff， Kd値 
Sample Kd (nM) kon (M
-1s-1) koff (s
-1) 
Hsp60 WT 4.29 2.30 x 105 9.89 x 10-4 
Hsp60 GW 0.963 3.64 x 105 3.51 x 10-4 
 
 
3-3-7. α-synuclein アミロイド線維化過程における Hsp60 の遅延添加効果の検証 
アミロイド線維形成抑制メカニズムを明らかにするため，α-synuclein のアミロイド線維形成
過程のさまざまな段階で Hsp60 を添加し，Thioflavin T 蛍光強度の変化を調べた（図 3-3-7）。 
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図 3-3-7. α-synuclein アミロイド線維化過程における Hsp60 遅延添加効果 
0.1 モノマーモル比の Hsp60 を α-synuclein 振盪開始 0 時間(水色)， 
2 時間(濃い青)，6 時間(赤)，24 時間（緑）に添加した。 
黒は α-synuclein のみで振盪させた条件を示す。 
 
 
Hsp60 を α-synuclein の振盪開始の早い段階，特に初めから共存させた場合（0 時間）に強
い抑制効果を示した。振盪開始から 2 時間（Hsp60 GW の場合は 6 時間も）に Hsp60 を共
存させると，Thioflavin T の蛍光強度の上昇を抑える効果が見られた。一方で，線維伸長
（Thioflavin T の蛍光強度の上昇）が飽和に達し，成熟したアミロイド線維が形成されたと
考えられる時点（振盪開始から 24 時間）に Hsp60 を添加しても，その後の Thioflavin T 蛍
光強度に変化はもたらさなかった。  
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3-4. 考察 
アミロイド線維は，β シートに富んだ二次構造，蛍光色素 Thioflavin T の結合，枝分かれの
ない細長い構造などいくつかの特徴がある。そこで本研究のアミロイド線維形成の検出に
は，CD スペクトル測定による二次構造解析，Thioflavin T 蛍光強度測定，透過型電子顕微鏡
(TEM)による形態観察を併せて用いた。 
図 3-3-1 では，Thioflavin T 蛍光強度測定で Hsp60 WT と Hsp60 GW のアミロイド
線維形成抑制効果を調べた。Xue ら[94]の報告のように，Thioflavin T 蛍光強度は，形成され
たアミロイド線維の量との相関関係を持つことが考えられた。Hsp60 WT， Hsp60 GW とも
に濃度依存的にアミロイド線維形成の抑制効果を示した。0.1 モノマーモル比 Hsp60 WT 存
在下で Thioflavin T の蛍光強度は非存在下に比べおよそ半分に抑えた。一方，0.1 モノマー
モル比 Hsp60 GW 存在下では，完全に Thioflavin T の蛍光強度の上昇を抑えた。図 3-3-3 に
示したように，TEM 観察を行なうと，α-synuclein のみで振盪した条件では，コロジオン膜
一面に線維が観察されたが，0.1 モノマーモル比 Hsp60 WT 存在下では，膜の一部に線維が
観察された。0.1 モノマーモル比 Hsp60 GW 存在下では，線維は観察されなかった。また，
0.1 モノマーモル比の Hsp60 GW が Thioflavin T 蛍光強度上昇を完全に抑えたことから，理
論的には Hsp60 GW1 分子（14 量体）が 140 もの α-synuclein モノマーに作用し，アミロイド
線維化を抑制したと言える。さらに図 3-3-4 では，Hsp60 WT や Hsp60 GW が α-synuclein の
二次構造に与える影響を調べた。アミロイド線維の特徴の一つである β シートリッチな二
次構造は，CD スペクトル測定すると，216 nm 付近の負の極大をもつスペクトルが現れる。
α-synuclein のみで振盪させた場合，スペクトルは 216 nm の負の極大を示し，典型的な β シ
ートリッチ構造，つまりアミロイド線維形成が示された。共存させた Hsp60 WT や Hsp60 
GW のスペクトルを差し引いた正味の α-synuclein のスペクトルを比較すると， Hsp60 GW
は低濃度でアミロイド線維形成を抑えたことが，216 nm の負の値の比較からも明らかにな
った。また，長時間の振盪などによる Hsp60 の 14 量体の解離は見られなかった(図 3-3-2)。 
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次に，Hsp60 WT や Hsp60 GW と α-synuclein との結合を共免疫沈降・ウェスタンブ
ロット法と QCM で調べた。ウェスタンブロットと組み合わせた共免疫沈降法は，抗体を使
用することでタンパク質同士の結合を特異的に検出できる実験手法である。図 3-3-5 に示
すように，Hsp60 WT や Hsp60 GW と α-synuclein との結合が示された。そこで，それぞれの
結合の強さを調べるため Kd 値の測定を行なった。本研究で Kd 値の測定に用いた QCM 法
は，Fluorescence cross correlation spectroscopy (FCCS)や表面プラズモン共鳴に比べ，認知度が
低い。そこで，QCM で測定した Kd 値が，FCCS で測定した Kd 値と一致するかどうか調べ
たところ，図 3-4 に示すように，1 mM ATP 存在下の Hsp60 WT と Hsp10 の Kd 値は 8.3 x 




図 3-4. 1 mM ATP 存在下での Hsp60 WT と Hsp10 の Kd値測定 
赤矢じりは，Hsp60 WT を添加した時点を示す。 
 
 
Hsp60 GW の Kd 値(0.963 nM)は，Hsp60 WT(4.29 nM)と比べ値が小さく，Hsp60 GW と α-
synuclein モノマーとの強力な結合を示した（図 3-3-6， 表 3-3-6）。kon， koff値も併せて比
較すると，Hsp60 WT に比べ Hsp60 GW は α-synuclein と結合しやすく解離しにくいことがわ
かった。Hsp60 GW と α-synuclein との強い結合や強力なアミロイド線維化抑制効果は，第二
章で述べたように疎水領域の広さによるものと考えられる。 
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分子シャペロンには，脱凝集やアミロイド線維を分解できるものがある[96]。図 3-




で Hsp60 WT や Hsp60 GW を遅延添加し，その効果を調べることにした。アミロイド線維化
過程に対する遅延添加実験は，Kannaian ら[97]や Gong ら[98]によっても行なわれ，Thioflavin 
T 蛍光強度を下げたことから，脱凝集効果を報告した手法である。しかしながら図 3-3-7 に
示すように，Hsp60 WT や Hsp60 GW を成熟したアミロイド線維段階(振盪 24 時間時点)で添
加しても，Thioflavin T 蛍光強度を下げることはなかった。このことから，Hsp60 WT や Hsp60 
GW が成熟したアミロイド線維を分解し，モノマーに戻す能力はない事が示された。モノマ
ー・中間体・アミロイド線維が混在すると考えられる振盪 6 時間時点で Hsp60 WT を共存さ
せた場合，共存後も Thioflavin T 蛍光強度は上昇したため，アミロイド線維化の抑制効果は
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第四章 Hsp60 AD の単離と安定化 
 
4-1. 緒言 
Hsp60 ファミリーの AD は，ほかのタンパク質との相互作用に重要であることが知られてい
る[99-101]。特に，研究の進む GroEL は，相互作用の詳細について明らかになりつつある。
AD のヘリックス H とヘリックス I の疎水性残基が相手タンパク質（ポリペプチド）の疎水
性領域と疎水性相互作用で結合することが報告されている。 
1996 年，Zahn らは GroEL の基質結合ドメインである AD を切り出した断片が，ほ
かのタンパク質の構造形成の介助をすることを見いだし，GroEL AD を「ミニシャペロン」
と名付けた[102]。GroEL のセントラルキャビティーはシャペロンとしての働きに必要不可





化効果も報告されている[105,106]。さらに，Hsp60 グループの単離した AD がミニシャペロ
ンとして働くという報告も複数ある[76,103,107]。Tam ら[107]は，CCT1 の AD が polyQ の凝
集を抑制したことを示した。Ojha ら[77]は，GroEL AD が α-synuclein や Aβ42のアミロイド線
維化を抑制する事を報告した。第三章までの結果では，14 量体 Hsp60 の AD の配向変化に
よって α-synuclein との相互作用やアミロイド線維化抑制効果に大きな差が生まれることを
示した。そこで，Hsp60 の AD も他の Hsp60 グループの AD と同じように，AD 単独でシャ
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4-2. 材料と方法 
4-2-1. Hsp60 AD の培養・精製 
4-2-1-1. pET28a(+)-hsp60AD プラスミド構築 
ヒト hsp60 AD 遺伝子は human hsp60 を鋳型として PCR で下記プライマーを用いて増幅し
た。 
 
hsp60 AD プライマー配列 
5’-ACC ATG GGC ATG AAA TTC GAT CGC GGT TAT A-3’ (forward)  
5’-GTG GTG ATC ACT CAG TTT TGC CAG ACG TTC A-3’ (reverse) 
 
pET28a(+)ベクターは PCR で下記プライマーを用いて増幅した。 
 
pET28a(+)ベクタープライマー配列 
5’ - CTG AGT GAT CAC CAC CAC CAC CAC CAC TGA GAT C - 3’ (forward) 
5’ - TTT CAT GCC CAT GGT ATA TCT CCT TCT TAA AGT T - 3’ (reverse) 
 
hsp60AD 遺伝子は In-Fusion HD Cloning Kit (Takara Bio)を用いて pET28a(+)ベクターに挿入
した。pET28a(+)-hsp60AD プラスミドの配列は DNA シークエンス解析で確認した。 
 
4-2-1-2. 形質転換 
pET28a(+)-hsp60 AD プラスミドを大腸菌コンピテントセル E. coli BLR(DE3)に加え形質転換
し， 30 μg/mL のカナマイシン入り LB 寒天培地で一晩 37 ℃で静置培養した。 
4-2-1-3. 大量培養 
終濃度 30 μg/mL のカナマイシンを含んだ LB 液体培地 37 ℃で試験管培養し，バッフル付
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きフラスコでの本培養に移った。OD600 が 0.6 に達したところで終濃度 1 mM の IPTG を加




Hsp60 AD の精製は下記手順で行なった。 
1.菌体破砕 






下した。滴下はおよそ 1 mL/min の流速で，マグネティックスターラーで攪拌しなが
ら氷上で行なった。全量滴下後，終濃度 0.1 mM の PMSF を添加し，そのまま氷上で






ーで攪拌を続け，10,000 rpm，4℃，25 分遠心分離した。 
4.陰イオン交換クロマトグラフィー 
遠心後沈殿を回収し，少量の[Hsp60 AD 精製 buffer(2)]に溶解した。外液を[Hsp60 AD
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精製 buffer(2)]として 4℃で 2 時間透析後，外液を新たな[Hsp60 AD 精製 buffer(2)]と
して 2 時間透析を続けた。さらに外液を新たな[Hsp60 AD 精製 buffer(2)]として一晩
透析をした。透析後サンプルを 14,000 rpm，4℃，20 分遠心分離し，その上清をフィ
ルターろ過した。[Hsp60 AD 精製 buffer(3)] で平衡化した陰イオン交換クロマトグラ
フィーカラム（Resource Q 6 mL Column，Cytiva）にアプライし，0 – 0.5 M NaCl のグ
ラジエントで溶出させた。流速は 2 mL/min で行なった。ピークが出現した画分を SDS-
PAGE で分析し， Hsp60 AD が溶出した画分を回収した。 
5.アフィニティークロマトグラフィー 
 [Hsp60 AD 精製 buffer(4)] で平衡化したアフィニティークロマトグラフィーカラム
（His Trap HP Column 5 mL Column，Cytiva）にアプライし，0 - 0.5 M Imidazole のグラ
ジエントで溶出させた。流速は 2 mL/min で行なった。ピークが出現した画分を SDS-
PAGE で分析し， Hsp60 AD が溶出した画分を回収した。20%グリセロールで-80℃保





遠心後上清を回収し， 少量の[Hsp60 AD 精製 buffer(2)]に溶解した。外液を[Hsp60 AD
精製 buffer(2)]として透析後， [Hsp60 AD 精製 buffer(5)] で平衡化したアフィニティ
ークロマトグラフィーカラム（His Trap HP Column 5 mL Column，Cytiva）にアプライ
し，0 - 0.5 M Imidazole のグラジエントで溶出させた。流速は 2 mL/min で行なった。
ピークが出現した画分を SDS-PAGE で分析し， Hsp60 AD が溶出した画分を回収し
た。 
4.凍結乾燥 
外液を 5 mM NH4HCO3として 4℃で 2 時間透析後，外液を 3 mM NH4HCO3として 2
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[Hsp60 AD 精製 buffer(1)] 
50 mM Tris-HCl (pH 7.4 at 25℃) 
2 mM DTT 
2 mM EDTA 
100 mM NaCl 
 
[Hsp60 AD 精製 buffer(2)] 
50 mM Tris-HCl (pH 7.4 at 4℃) 
2 mM DTT 
0.1 mM PMSF 
 
[Hsp60 AD 精製 buffer(3)] 
50 mM Tris-HCl (pH 7.4 at 4℃) 
 
[Hsp60 AD 精製 buffer(4)] 
50 mM Tris-HCl (pH 7.4 at 4℃) 
2 mM DTT 
150 mM NaCl 
 
[Hsp60 AD 精製 buffer(5)] 
50 mM Tris-HCl (pH 7.4 at 25℃) 
150 mM NaCl 
精製後 Hsp60 AD は，質量分析で理論値とほぼ同値であることを確認した。 
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Hsp60 AD の定量は，「2-2-1-5. タンパク質の定量」に記した方法で行なった。 
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4-2-2. Hsp60 AD(Cys)の培養・精製 
 
 









5’-ACC ATG TGC GGC ATG AAA TTC GAT CGC GGT T-3’ (forward) 
5’-CAT GCC GCA CAT GGT ATA TCT CCT TCT TAA AGT T-3’ (reverse) 
 
C 末端システイン残基導入プライマー配列 
5’- AGT GAT TGC CAC CAC CAC CAC CAC CAC TGA-3’ (forward) 
5’- GTG GTG GCA ATC ACT CAG TTT TGC CAG ACG-3’ (reverse) 
 
pET28a(+)-hsp60AD(Cys)プラスミドの配列は DNA シークエンス解析で確認した。 
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4-2-2-2. 形質転換 
pET28a(+)-hsp60 AD(Cys) プラスミドを大腸菌コンピテントセル E. coli BLR(DE3)に加え形
質転換し， 30 μg/mL のカナマイシン入り LB 寒天培地で一晩 37 ℃で静置培養した。 
 
4-2-2-3. 大量培養 
終濃度 30 μg/mL のカナマイシンを含んだ LB 液体培地 37 ℃で試験管培養し，バッフル付
きフラスコでの本培養に移った。OD600 が 0.6 に達したところで終濃度 1 mM の IPTG を加





大量培養で得た菌体を 10 倍(w/v)量の[Hsp60 AD(Cys)精製 buffer(1)]に懸濁し，氷上で
マグネティックスターラーを用いて攪拌した。そこに 1/100 量のリゾチームと終濃度
1 mM の PMSF を添加し，氷上で 1 時間攪拌を続けた。その後，氷上で超音波破砕し，
14,000 rpm，4℃，30 分遠心分離した。 
2.除核酸 
遠心後上清を回収し，そこに終濃度 2.5%となるようにストレプトマイシン溶液を滴
下した。滴下はおよそ 1 mL/min の流速で，マグネティックスターラーで攪拌しなが
ら氷上で行なった。全量滴下後，そのまま氷上で 30 分攪拌を続けた。その後，14,000 
rpm，4℃，30 分遠心分離した。 
3.アフィニティークロマトグラフィー 
遠心後上清を回収した。外液を[Hsp60 AD(Cys)精製 buffer(2)]として 4℃で 2 時間透析
後，外液を新たな[Hsp60 AD(Cys)精製 buffer(2)]として 2 時間透析を続けた。さらに外
 
- 64 - 
 
液を新たな[Hsp60 AD(Cys)精製 buffer(2)]として一晩透析をした。[Hsp60 AD(Cys)精製 
buffer(2)] で平衡化したアフィニティークロマトグラフィーカラム（His Trap HP 
Column 5 mL Column，Cytiva）にアプライし，0 - 0.6 M Imidazole のグラジエントで溶
出させた。流速は 2 mL/min で行なった。ピークが出現した画分を SDS-PAGE で分析
し， Hsp60 AD(Cys)が溶出した画分を回収した。 
4.陰イオン交換クロマトグラフィー 
回収サンプルを限外濾過濃縮し，外液を[Hsp60 AD(Cys)精製 buffer(3)]として 4℃で 1
時間透析後，外液を新たな[Hsp60 AD(Cys)精製 buffer(3)]として 1 時間透析を続けた。
さらに外液を新たな[Hsp60 AD(Cys)精製 buffer(3)]として一晩透析をした。透析後サン
プルを 14,000 rpm，4℃，30 分遠心分離し，その上清をフィルターろ過した。[Hsp60 
AD(Cys)精製 buffer(3)] で平衡化した陰イオン交換クロマトグラフィーカラム
（Resource Q 6 mL Column，Cytiva）にアプライし，0 – 0.3 M NaCl のグラジエントで
溶出させた。流速は 2 mL/min で行なった。ピークが出現した画分を SDS-PAGE で分
析し， Hsp60 AD(Cys)が溶出した画分を回収した。 
5.凍結乾燥 
外液を 5 mM NH4HCO3として 4℃で 2 時間透析後，外液を 3 mM NH4HCO3として 2




[Hsp60 AD(Cys)精製 buffer(1)] 
50 mM Tris-HCl (pH 7.8 at 25℃) 
2 mM EDTA 
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[Hsp60 AD(Cys)精製 buffer(2)] 
50 mM Tris-HCl (pH 7.4 at 4℃) 
150 mM NaCl 
 
[Hsp60 AD(Cys)精製 buffer(3)] 
50 mM Tris-HCl (pH 7.4 at 4℃) 
  
 





- 67 - 
 
4-2-2-5. タンパク質の定量 
Hsp60 AD(Cys)の定量は，「2-2-1-5. タンパク質の定量」に記した方法で行なった。 
 
4-2-2-6. DTNB 試薬を用いた SH 基の比色定量 
Hsp60 AD(Cys)が分子内ジスルフィド結合を形成しているかどうか調べるため，還元剤存在
下・非存在下で 5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB)を用いてチオール基(SH 基)の定量
を行なった。Ellman's Reagent の DTNB は，SH 基を比色定量に使用されている。DTNB は
SH 基と反応し，ジスルフィド結合が切れて安定な 5-Mercapto-2-nitrobenzoic acid (TNB)を生
成する。TNB の最大吸収波長 412 nm の吸光度を測定することで，サンプル中の SH 基を定
量できる[108]。測定は，2.60 x 10-5 (M)の濃度で行なった。下記の式 4-2-2-6 からサンプルの
SH 基の数を算出した。 
 
 A412=ε412*l*c    (式 4-2-2-6.)  
A412: 412 nm 吸光度，ε412: TNB のモル吸光係数=14150 [M-1 cm-1]， 
l: 光路長 [cm]，c: モル濃度 [M] 
 
[還元剤非存在下サンプル] 
1. Hsp60 AD(Cys)を[SH 基定量バッファー(3)]で溶解 
2. タンパク質定量 
3. [SH 基定量組成]で 412 nm 吸光度測定 
 
[還元剤存在下サンプル] 
1. Hsp60 AD(Cys)を[SH 基定量バッファー(4)]で溶解 
2. 一晩 25℃静置 
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3. PD-10 カラムを用いた脱塩 
4. タンパク質定量 
5. [SH 基定量組成]で 412 nm 吸光度測定 
 
[SH 基定量組成] 
SH 基定量バッファー(1) 1 mL 
SH 基定量バッファー(2) 250 μL 
サンプル 250 μL 
 
[SH 基定量バッファー(1)] 
0.2 M Tris-HCl (pH8.5 at 25℃) 
1 mM EDTA 
6 M Gdn-HCl 
 
[SH 基定量バッファー(2)] 
10 mM Tris-HCl (pH7.0 at 25℃) 
1 mM EDTA 
4 M Gdn-HCl 
0.4 mM DTNB 
 
[SH 基定量バッファー(3)] 
10 mM Tris-HCl (pH7.0 at 25℃) 
1 mM EDTA 
4 M Gdn-HCl 
 
[SH 基定量バッファー(4)] 
10 mM Tris-HCl (pH7.0 at 25℃) 
1 mM EDTA 
4 M Gdn-HCl 
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4-2-2-7. 温度変化における二次構造解析 
Hsp60 AD と Hsp60 AD(Cys)の温度変化による二次構造への影響を調べるため，下記手順で
さまざまな温度でインキュベート後，CD スペクトル測定を行なった。 
 
1. [AD/AD(Cys)温度変化測定バッファー]に Hsp60 AD が 1 mg/mL(または Hsp60 AD(Cys) が
0.5 mg/mL)の濃度になるように調整 
2. 各温度で一晩静置 
3. 25 mM Tris-HCl (pH 7.4 at 37℃)で 10 倍希釈 




25 mM Tris-HCl (pH7.4 at 37℃) 
150 mM NaCl 
 
[CD スペクトル測定条件] 
感度 Low (1000 mdeg) 
開始波長 250 nm 
終了波長 200 nm 
データ取り込み間隔 0.1 nm 
走査モード continuous 
走査速度 50 nm/min 
レスポンス 0.25 sec 
バンド幅 10 nm 
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4-3. 結果 
4-3-1. DTNB 試薬を用いた SH 基の比色定量 
DTNB で Hsp60 AD(Cys)の分子内ジスルフィド結合形成を調べた。還元剤存在下・非存在下
での Hsp60 AD(Cys)の SH 基定量結果を表 4-3-1 に示す。 
 
表 4-3-1. Hsp60 AD(Cys)の還元処理有無による SH 基定量 
 Abs 412 nm SH 基数/分子 
非還元条件 0.14 0.39 
還元条件 0.49 1.33 
 
4-3-2. 温度変化における二次構造解析 
温度変化における AD と AD(Cys)の二次構造への影響を CD スペクトル測定で調べた。図 4-
3-2 に示したように，Hsp60 AD の CD スペクトル結果では，4℃，15℃においては 205 – 210 
nm の強い負のピークと 220 – 225 nm の弱い負のピークが観察された。対照的に，25℃，37℃
と温度を上げると 205 – 210 nm のピークが消えた。一方で，Hsp60 AD(Cys)を温度変化させ
てもほとんど CD スペクトルに変化はなかった。 
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4-4. 考察 
第四章では，Hsp60 AD の単離を行なった。単離 Hsp60 AD は，図 4-3-2 で示したように，
4℃や 15℃のスペクトルの 210 nm 付近の負の極大は，温度が上がるにつれ消えた。このこ
とから温度依存的に二次構造が変化する不安定な構造であることが分かった。また，凍結乾
燥させた単離 Hsp60 AD は難溶解性であった。そこで，Hsp60 AD の N 末端と C 末端にシス
テイン残基を導入し，ジスルフィド結合による Hsp60 AD タンパク質の安定化をはかった。
DTNB は，SH 基と反応し TNB を生成する。TNB の 412 nm の吸光度を測定することで，SH
基の濃度を求めることができる。そこで Hsp60 AD(Cys)の分子内ジスルフィド結合の形成を
調べるため，還元条件・非還元条件で SH 基の定量を DTNB で行なった（表 4-3-1）。Hsp60 
AD(Cys)には 3 つの SH 基があり，理論的には非還元条件では SH 基 1，還元条件では SH 基
3 という結果になるはずである。実験結果は，非還元条件では SH 基 0.39，還元条件では SH
基 1.33 であったが，非還元条件の値を基準に考えると，還元条件は 3.41 倍の値であり，お
よそ 3 倍の SH 基が還元条件で遊離していることが示された。このことから，N 末端と C 末
端にシステイン残基を導入したことによる分子内ジスルフィド結合がかかったと考えた。 
凍結乾燥の Hsp60AD は難溶解性であったが，凍結乾燥の Hsp60 AD(Cys)は，buffer
にすみやかに溶解した。次に，図 4-3-2 で示したように，様々な温度における Hsp60 AD(Cys)
の二次構造変化を調べた。Hsp60 AD と比較すると Hsp60 AD(Cys)は温度変化があっても二
次構造がほとんど変化しない事が示された。分子内ジスルフィド結合の形成によって熱安
定性を持ったと考えられた。ここで，低温である 4℃の Hsp60 AD と Hsp60 AD(Cys)の CD
スペクトルを比較すると，両者は異なったスペクトルを描いていることに着目した（図 4-
3-2，図 4-4-1(c)左・中央）。そこで，どちらが本来の Hsp60 AD の構造，つまり 14 量体構造
の Hsp60 の中の AD に近いのか解析することにした。図 4-4-1(a) は，4℃の Hsp60 AD と
Hsp60 AD(Cys)の二次構造含量を CD スペクトルデータから BeStSel で解析した結果である。 
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図 4-4-1. AD と AD(Cys)の二次構造解析 
(a) BeStSel によって予測した CD スペクトルの二次構造含量データ (b) 結晶構
造から得た Hsp60 AD の立体構造イメージ (PDB ID: 4PJ1， resolution: 3.15Å)  
(c) 左と中央：4℃における AD と AD(Cys)の CD スペクトル。 
右：CD スペクトルシミュレーションプログラム[109]を用いて描いた Hsp60 
AD 結晶構造の理論 CD スペクトル 
 
 
Hsp60 AD は β ストランドの含有割合が大きいが，Hsp60 AD(Cys)は α へリックスの含有割
合が大きかった。結晶構造(PDB ID: 4PJ1)の Hsp60 AD（図 4-4-1(b)）を見ると，α へリック
スに富んだ構造であることがわかる。さらに，結晶構造(PDB ID: 4PJ1)で得た Hsp60 AD の
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二次構造データをもとに，理論スペクトルをシミュレーションプログラムで描いた（図 4-
4-1(c)右）。理論スペクトルと Hsp60 AD，Hsp60 AD(Cys)のスペクトルを比較すると，Hsp60 
AD(Cys)が理論スペクトルに近いスペクトルであることがわかる。以上のことから，Hsp60 
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280 nm の吸収スペクトルは，17.0 - 18.0 mL (相当分子量: 11,000 – 6,300) と 20.0 – 21.0 mL 
(相当分子量: 2,200 – 1,300)に現れた。17 mL より高分子側にはピークは現れなかった。ピ
ークの出現したフラクションを SDS-PAGE で解析すると，17 mL ほどで Hsp60 AD(Cys)が
溶出されたことを示した。20 mL のピークは，バッファー由来の成分と考えられる。
Hsp60 AD(Cys)の分子量は約 20,000 であり，17 mL 溶出の相当分子量とはわずかな差があ
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集抑制に働くことが示されている[111]。Noi らは Thermoplasma acidophilum 由来のグループ
II 型シャペロニンの凝集抑制に対する効果を検証し，単離 AD がアミロイド線維化抑制効果
を持つことを示した[101]。グループ I 型シャペロニンでは，GroEL の単離 AD が rhodanese 
のリフォールディング[102]や zebrafish dihydrofolate reductase の凝集抑制[112]，さらに α-
synuclein などのアミロイド線維化抑制[77]が示され，単離 GroEL AD がミニシャペロンとし





5-2-1. Thioflavin T による α-synuclein アミロイド線維化測定 
Hsp60 AD(Cys)存在下・非存在下での α-synuclein アミロイド線維化を調べるため，Thioflavin 
T 蛍光強度測定をプレートリーダーで行なった。α-synuclein (0.5 mg/mL)はさまざまな濃度の
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Hsp60 AD(Cys) 存 在 下 で 振 盪 さ せ た 。 96 ウ ェ ル プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に は
polytetrafluoroethylene ビーズを入れ，[Thioflavin T 測定 buffer]で調整し測定した。 
 
[Thioflavin T 測定 buffer] 
25 mM Tris-HCl (pH 7.4 at 37℃) 
150 mM NaCl 
20 μM Thioflavin T 
 
[Thioflavin T 測定条件] 
測定機器 プレートリーダー(ARVO X4， PerkinElmer) 
測定容器 96-well マイクロプレート(polystyrene plate， black 
with transparent bottom; Greiner Bio-One) 
測定温度 37℃ 
振盪モード orbital shaking 
測定間隔 15 分 
励起波長 450 nm 
測定波長 486 nm 
 
5-2-2. 透過型電子顕微鏡(TEM)観察 
Hsp60 AD(Cys)存在下・非存在下で振盪させた α-synuclein サンプルは，下記の手順で前処理
を行なった。コロジオン膜貼付メッシュ(400 メッシュ，銅タイプ，Nisshin EM)表面にサン
プルをのせ，90 秒間，膜に静置した。超純水で膜表面を洗い，EM ステイナー(Nisshin EM)
でネガティブ染色した。超純水で膜表面を洗い，デシケーターに一晩静置後，観察した。TEM
観察は，JEM-1400plus (JEOL)を用いて 80 kV で行なった。 
 
5-2-3. 免疫沈降法による α-synuclein と AD(Cys)の結合解析 
α-synuclein と Hsp60 AD(Cys)が結合するかどうか調べるため，免疫沈降法とウェスタンブロ
ット法を組み合わせて調べた。「3-2-6. 免疫沈降法による α-synuclein と Hsp60 の結合解析」
に記した方法で行なった。検出は，下記の抗体を用いた。 
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[抗体情報] 
anti-6xHis Tag HIS.H8 (1/1000 dilution)， mouse， Thermo Fisher Scientific 
anti-α-synuclein MJFR1(1/1000 dilution)， rabbit， abcam 
anti-rabbit IgG 1/10000 dilution， Cytiva 
anti-mouse IgG 1/10000 dilution， Cytiva 
 
5-2-4. QCM による α-synuclein と AD(Cys)の相互作用解析 
α-synuclein と AD(Cys)との相互作用を QCM で測定した。α-synuclein はアミンカップリング





[α-synuclein/AD(Cys) QCM 測定法] 
1. carboxylic acid-SAM formation reagent 50 μL 添加し，静置 1 時間 
2. 超純水で洗浄 
3. NHS 溶液 25 μL と WSC 溶液 25 μL の混合液を添加し，静置 15 分 
4. 超純水で洗浄 
5. 0.1 mg/mL α-synuclein 50 μL 添加し，静置 1 時間 
6. 超純水で洗浄 




Ethanolamine 溶液とクエン酸 buffer(pH4.0)は AFFINIX 専用固定化キット(ULVAC)に含まれ
るものを使用した。 
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 [α-synuclein/AD(Cys) センサー洗浄法] 
1. 測定後セルを超純水で洗浄 
2. 3M Gdn-HCl 10 μL 添加し，静置 5 分 
3. 超純水で洗浄 
4. [α-synuclein/AD(Cys) QCM 測定法]の 8.からもう一度行ない，次のサンプルを測定した 
 
5-2-5. α-synuclein アミロイド線維化過程における AD(Cys)遅延添加効果の検証 
α-synuclein のアミロイド線維化過程のさまざまな段階で AD(Cys)を添加し，その効果を調べ
るために遅延添加実験を行なった。α-synuclein のアミロイド線維化過程 0 時間（初めから
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5-3. 結果 
5-3-1. Thioflavin T による α-synuclein アミロイド線維化測定 
図 5-3-1 に示すように，Thioflavin T 蛍光強度は，AD(Cys)の濃度依存的に抑えられた。2 モ




図 5-3-1. AD(Cys)存在下・非存在下で 






AD(Cys)が α-synuclein のアミロイド線維形成に与える効果を調べるため，TEM 観察を行な









図 5-3-2. AD(Cys)存在下・非存在下で 30 時間振盪した α-synuclein の TEM 画像 
α-synuclein のみ（黒），AD(Cys)存在下（1 モル比：赤，3 モル比：青） 
スケールバーは 500 nm。 
 
 
5-3-3. 免疫沈降法による α-synuclein と AD(Cys)の結合解析 
AD(Cys)と α-synuclein が結合するかどうかを調べるため，免疫沈降法とウェスタンブロット
法を組み合わせて解析を行なった。図 5-3-3 に示したように，免疫沈降法で His タグ抗体
（AD(Cys)の検出）に反応させた後，ウェスタンブロット法で α-synuclein 抗体を用いて検出
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5-3-4. QCM による α-synuclein と AD(Cys)の相互作用解析 
AD(Cys)と α-synuclein の相互作用を定量するために QCM 法で解析を行なった。図 5-3-4 は
基板に固定した α-synuclein とさまざまな濃度の AD(Cys)の相互作用のセンサーグラムを示
す。加えた AD(Cys)の濃度が高いほど ΔF が大きくなった。得られた kon， koff， Kd 値は，
表 5-3-4 にまとめた。α-synuclein に対する AD(Cys)の Kd値は，5.04 nM であった。 
 
 
図 5-3-4. 基板に固定した α-synuclein モノマーへの AD(Cys)の相互作用解析 
(左) AD(Cys)の濃度はそれぞれ 2.5 nM (黒)， 5 nM (水色)， 10 nM (黄緑)，  
15 nM (濃い緑)，20 nM (赤)。(右) kobs と各濃度の AD(Cys)の相関図 
 
表 5-3-4. 図 5-3-4 から得た α-synuclein と AD(Cys)の Kd，kon，koff値 
Sample Kd (nM) kon (M-1s-1) koff (s-1) 
Hsp60 AD(Cys) 5.04 5.85 x 105 2.95 x 10-3 
 
 
5-3-5. α-synuclein アミロイド線維化過程における AD(Cys)遅延添加効果の検証 
α-synuclein のアミロイド線維化過程の早期段階である 0 時間（初めから AD(Cys)存在下）や
2 時間で AD(Cys)を共存させると，Thioflavin T 蛍光強度はほとんど上昇せず，アミロイド線
維形成を強く抑制したことが示された（図 5-3-5）。一方で，線維伸長（Thioflavin T の蛍光
強度の上昇）が飽和に達し，成熟したアミロイド線維が形成されたと考えられる時点（振盪
開始から 24 時間）で AD(Cys)を共存させても，Thioflavin T 蛍光強度を下げる効果は示さな
 





図 5-3-5. α-synuclein アミロイド線維化過程における AD(Cys)遅延添加効果 
3 モル比の AD(Cys)を α-synuclein 振盪開始 0 時間(水色)， 
2 時間(濃い青)，6 時間(赤)，24 時間（緑）に添加した。 















化を抑制するかどうかを検証した。2 等量や 3 等量の AD(Cys)を共存させると Thioflavin T
蛍光強度の上昇を抑えた。図 5-3-2 の TEM の結果からも 1 等量 AD(Cys)存在下では線維形
成を完全には抑えられていないが，3 等量存在下では線維形成を抑えたことが示された。14
量体構造 Hsp60 GW による α-synuclein のアミロイド線維化抑制効果(図 3-3-1)では，0.1 モ
ノマーモル比 Hsp60 GW が Thioflavin T 蛍光強度の上昇を抑え，アミロイド線維化を抑制し
た。この結果は，14 量体構造 Hsp60 GW に比べると，AD(Cys)はアミロイド線維化抑制に 20
倍以上の量が必要ということを示している。 
図 5-3-3 の結果は AD(Cys)と α-synuclein モノマーが結合することを示した。その
結合の強さを調べるため，Kd，kon，koff値を測定した（図 5-3-4）。Hsp60 WT と Hsp60 GW
の結果（表 3-3-6）と AD(Cys)の結果（表 5-3-4）を比較すると，AD(Cys)は Kd，kon，koff値
すべての値が 14 量体 Hsp60 より大きい。特に，AD(Cys)の koff値は 14 量体 Hsp60 より一桁
大きい値を示した。AD(Cys)は 14 量体 Hsp60 より α-synuclein と速く結合するが，とても速
く解離するため，結果的に解離しやすいことが分かった。14 量体構造より AD 単独の α-
synuclein に対する koff値や Kd値が大幅に大きくなる傾向は，GroEL でも見られた（表 5-4）。
このことから，Hsp60 は 14 量体構造のようにリングを形成することが，α-synuclein モノマ
ーを離さず捉え続けることに重要であると考えられる。 
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表 5-4. GroEL と α-synuclein の Kd，kon，koff値測定結果（[18,77]に基づく） 
Sample Kd (nM) kon (M
-1s-1) koff (s
-1) 
GroEL WT 30.6 2.6 x 104 7.98 x 10-4 
GroEL GW 8.4 19.6 x 104 16.4 x 10-4 
GroEL AD 
Kd
 : (1.23±0.31) x 103 
Kd
slow : 1.8 x 104 
Kd
fast : 21 x 104 
kon
slow : 9.2 x 102 
kon
fast : 1.2 x 103 
koffslow : 1.7 x 10-2 
kofffast : 25 x 10-2 
 
 
AD(Cys)の遅延添加実験（図 5-3-5）では，α-synuclein がモノマーの時点の 0 時間や 2 時間
で共存させると，その後のα-synucleinアミロイド線維形成を強く抑制することが示された。 
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Subrizi ら[115] は，培地に添加した Hsp70 は細胞に取り込まれ，後期エンドソームやリソソ
ームに局在し，細胞が受ける酸化ストレスを減少させたことを示した。細胞質 Hsp60(CCT)
は，単離 AD を細胞培地に添加すると細胞内に取り込まれ，変異型 Huntingtin の凝集や毒性





6-2-1. GFP-SNCA プラスミド構築 
pCAG-GFP プ ラ ス ミ ド は Connie Cepko 氏 か ら 得 た (Addgene ，  plasmid #11150; 
http://n2t.net/addgene:11150 (accessed on 18 Dec 2019); RRID:Addgene_11150Addgene) 。
neomycin/kanamycin 耐性遺伝子を含む IRES2-AcGFP1-Nuc プラスミドは Takara Bio 社から
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pCAG-GFP プライマー配列 
5’- CAT GCA TGT CGA CAT TGA TTA TTG ACT AGT TA -3’ (forward) 
5’- GCC TCA GAG TGA GCG CAA CGC AAT TAA TGT -3’ (reverse) 
 
IRES2-AcGFP1-Nuc プライマー配列 
5’- CGC TCA CTC TGA GGC GGA AAG AAC CAG CTG TG -3’ (forward) 
5’- ATG TCG ACA TGC ATG GCG GTA ATA CGG TTA TCC A -3’ (reverse) 
 
PCR 産物は，In-Fusion 法で融合し， pCAG-GFP-Neo プラスミドを作製した。次に，overlap 
extension PCR 法で Rabbit Globin poly A と SV40 promoter の間に Xho I 制限酵素サイトを挿
入した。使用したプライマーは下記に記した。 
 
pCAG-GFP-Neo， Xho I 制限酵素サイト挿入プライマー配列 
5’- CAA CAC TCG AGC CGG AAG CAT AAA GTG T -3’ (forward) 
5’- CCG GCT CGA GTG TTG TGT GGA ATT GTG A -3’ (reverse) 
 
さらに pCAG-GFP-Neo 遺伝子は下記プライマーを用いて増幅した。 
 
pCAG-GFP-Neo プライマー配列 
5’- AGC GGC CGC ACT CCT CAG GTG CAG -3’ (forward) 
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SNCA(α-synuclein) プライマー配列 
5’ – GAC GAG CTG TAC AAG ATG GAT GTA TTC ATG AAA GGA CTT TC – 3’ (forward) 
5’ – AGG AGT GCG GCC GCT TTA GGC TTC AGG TTC GTA GTC TTG A – 3’ (reverse) 
 
α-synuclein 遺伝子 PCR 産物は，PCR で増幅した pCAG-GFP-Neo ベクターに In-Fusion 法で
挿入した。 
 
6-2-2. Neuro2a 細胞培養 
マウス神経芽細胞腫 Neuro 2a 細胞(N2a 細胞)は Public Health England から購入し，10%ウシ
胎児血清(fetal bovine serum : FBS，Biological Industries)，MEM 非必須アミノ酸溶液(FUJIFILM 
Wako Pure Chemical Corporation)， 100 μM ピルビン酸ナトリウム (FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation)，100 U/mL ペニシリンストレプトマイシン (Thermo Fisher Scientific)
を含んだ Minimum Essential 培地(MEM， Thermo Fisher Scientific)で培養した。細胞は湿度
を保った 5% CO2，37℃の条件下で培養した。 
 
6-2-3. GFP-α-synuclein 安定発現株樹立 
pCAG-GFP-α-synuclein-Neo プラスミドは， Xho I 制限酵素で処理して一本鎖にし，エレク
トロポレーション法(NEPA21 Super Electroporator， Nepa Gene)で N2a 細胞に導入した。導入
から 3 日後，10% FBS + MEM 培地から 500 μg/mL G418 (Geneticin) を含んだ培地に培地交
換した。培養後，蛍光顕微鏡(ZEISS Axiovert 200)で強い GFP 蛍光を発する 48 コロニーを選
び，48 ウェルプレートに 1 コロニーを 1 ウェルずつ入れて 10% FBS + MEM 培地でさらに
培養した。細胞がプレートに接着したことを確認後，10% FBS + MEM +500 μg/mL G418 培
地に交換し，80％コンフルエントまで培養した。蛍光顕微鏡で強い GFP 蛍光を発する 18 ウ
ェルを選び，6 ウェルプレート 3 枚に 1 ウェルずつ入れて 10% FBS + MEM 培地でさらに培
 
- 88 - 
 
養した。2 日後，10% FBS + MEM + 500 μg/mL G418 培地に交換し，80％コンフルエントま
で培養した。18 ウェルから蛍光顕微鏡で強い GFP 蛍光を発する 1 ウェルを選び，フラスコ
に継代し，80％コンフルエントまで培養した。この後，継代を続けた細胞を GFP-α-synuclein
安定発現 N2a 細胞として使用した。Tali image cytometer (Thermo Fisher Scientific)を用いて
99%の細胞が GFP 蛍光を発していることを確認した。 
 
6-2-4. 6-OHDA による GFP-α-synuclein 凝集形成の観察 
6-hydroxydopamine(6-OHDA)は，ドーパミン作動性ニューロンを変性させる神経毒であり，
パーキンソン病の研究で広く用いられている[116,117]。GFP-α-synuclein 安定発現 N2a 細胞
に終濃度 10 μM の 6-OHDA を添加し，37℃で 24 時間インキュベートした。なお，6-OHDA




30 μg の Hsp60 AD(Cys)タンパク質を 3.0 μg の“Prote-in” Transfection Reagent (Hygieia 
Bioscience)と混合し 1 時間静置して複合体形成させた。混合物（Hsp60 AD(Cys)と細胞膜透
過ペプチドの複合体）を細胞に添加し，3 時間 37℃でインキュベートした。 
 
6-2-6. 細胞内での AD(Cys)による GFP-α-synuclein 凝集形成抑制効果の検証 
下記の手順で細胞の免疫染色反応を行なった。 
1. GFP-α-synuclein 安定発現 N2a 細胞を Hoechst 33342 (Dojindo Laboratories)を 0.5 μL/ウェル
添加し 30 分間 37℃でインキュベートし核染色 
2. PBS で 2 回洗浄 
3. 4%パラホルムアルデヒドを 1 mL/ウェル入れて 30 分間室温で静置 
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4. PBS で 2 回洗浄 
5. 0.2% Triton X-100/PBS を 1 mL/ウェル入れて 10 分間室温で静置し，透過処理 
6. PBS で 3 回洗浄 
7. 1% BSA/PBS を入れて 1 時間室温で静置し，ブロッキング 
8. 4℃，オーバーナイトで静置し，一次抗体反応 
9. PBS で 3 回洗浄 
10. 室温，1 時間静置し，二次抗体反応 
11. PBS で 3 回洗浄 
12. SlowFade Diamond Antifade Mountant (Thermo Fisher Scientific)を使用して封入し，一晩以
上静置 
13. 共焦点レーザー走査型顕微鏡(FLUOVIEW FV10i， Olympus)で観察 
 
[一次抗体情報] 
anti-6xHis Tag HIS.H8 (1/1000 dilution)， mouse， Thermo Fisher Scientific 
[二次抗体情報] 




細胞死測定は，Ethidium Homodimer 1 (EthD-1)で染色し，Tali™ Image-Based Cytometer (Thermo 
Fisher Scientific)を用いて行なった。実験は，3 つの異なったロットの GFP-α-synuclein 安定発
現 N2a 細胞を用いて 1 回ずつ合計 3 回行なった。細胞を 400 nM EthD-1 (LIVE/DEAD™ 
Viability/Cytotoxicity Kit for mammalian cells， Thermo Fisher Scientific)で 30 分間遮光して染
色し，細胞浮遊液 25 μL を Tali™ Cellular Analysis スライド (Thermo Fisher Scientific)に注入
して測定した。測定条件の sensitivity は 6，circularity は 8 で行なった。AD(Cys)も 6-OHDA
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も添加していない細胞を「生細胞コントロール」とした。生細胞コントロールにおける EthD-
1 の蛍光ピークから閾値を設定した。70％エタノールに 30 分間曝露した細胞を「死細胞コ
ントロール」とした。 
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6-3. 結果 
6-3-1. 6-OHDA による GFP-α-synuclein 凝集形成の観察 
GFP-α-synuclein 安定発現細胞の細胞質に見られる斑点状の GFP 蛍光は GFP-α-synuclein の
凝集物である。そこで，GFP-α-synuclein 安定発現細胞に酸化ストレスとして 6-OHDA を添
加し，24 時間後の GFP-α-synuclein 凝集形成を共焦点レーザー走査型顕微鏡で観察した。図
6-3-1 に示すように，6-OHDA を添加していないコントロールの条件に比べ，6-OHDA を添
加した細胞では，GFP-α-synuclein の凝集形成が多くの細胞で見られた。次に，あらかじめ




図 6-3-1. 6-OHDA による GFP-α-synuclein 凝集形成 





AD(Cys)の細胞内導入は共焦点レーザー顕微鏡で撮影した Z スタック画像（図 6-3-2(b)）と
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シグナル強度（図 6-3-2(c)）で解析した。図 6-3-2(a)は，図 6-3-3(a)の AD(Cys)導入後 6-OHDA
添加した条件の AD(Cys)， GFP， Hoechst の重ね合わせ画像に相当する。AD(Cys)の導入後，
10 μM 6-OHDA を添加し，24 時間インキュベートした細胞を Z スタック撮影した。図 6-3-
2(a)は， Z スタック撮影した 5 枚の画像のうちの 1 枚である。Z スタック撮影とは，焦点面
(z)を少しずつずらしながら連続的に同じ場所(x-y)を撮影する撮影方法である。Z スタック
撮影から得た複数の画像から，細胞内部からのシグナルと細胞表面からのシグナルを比較
することができる。図 6-3-2(a)の赤い四角で示した箇所を拡大し，Hoechst， AD(Cys)， 
Merge(Hoechst + AD(Cys) + GFP)， Phase contrast それぞれの Z スタック画像(Depth-1 から 
Depth-5)を図 6-3-2(b)に示した。まず初めに，Hoechst の Z スタック画像から細胞内部を撮
影した焦点面を探ることにした。Hoechst の Depth-1 と Depth-5 を比較すると，Depth-5 の
方が鮮明に核を撮影している。このことから，Depth-5 が核の高さ（厚み）の中心付近の焦
点面であり，細胞の内部の焦点面とも言い換えることができる。次に，AD(Cys)の Depth-1 
と Depth-5 比較すると，Depth-5 つまり細胞内部の方が AD(Cys)のシグナルが強く鮮明であ
る。さらに Merge の Depth-4 や Depth-5 の画像から二つの強く大きな塊のシグナルが細胞質
から発せられていることが示された。次に，シグナル強度を比較して，シグナル源の局在を
調べることにした。図 6-3-2(c)は，図 6-3-2(a)内に白矢印で示した方向に沿ったラインの




の AD(Cys)の大きな塊のシグナルは 3 つとも細胞質の GFP-α-synuclein と共局在しているこ
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 6-3-2. AD(Cys)の細胞内導入解析 
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6-3-3. 細胞内での AD(Cys)による GFP-α-synuclein 凝集形成抑制効果の検証 
細胞に導入した AD(Cys)が細胞内 α-synuclein の凝集抑制に影響を与えるかどうかを調べる
ために共焦点レーザー顕微鏡で観察を行なった（図 6-3-3）。AD(Cys)を導入した細胞と導入
していない細胞にそれぞれ 10 μM 6-OHDA を添加し，24 時間後に固定し，GFP-α-synuclein
の凝集形成を観察した。AD(Cys)非導入細胞では，多くの細胞で GFP-α-synuclein が凝集形成
した。一方で，AD(Cys)導入細胞では，少数の細胞で GFP-α-synuclein の凝集形成が観察され
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図 6-3-3. AD(Cys)による細胞内 GFP-α-synuclein 凝集抑制効果 
（a,b）10 μM 6-OHDA による酸化ストレス条件下の GFP-Syn 細胞。AD(Cys)の免疫蛍光染
色と Hoechst 染色を行なった。黄四角箇所の拡大画像は（c）と（d）にそれぞれ示す。白
矢印は GFP-Syn の凝集形成箇所を示す。スケールバーは 20 μm。 
（c,d）（a,b）の黄四角箇所における GFP-Syn と Hoechst の重ね合わせ画像。 
白点線は凝集が観察された細胞を示す。 
（e）凝集形成した GFP-Syn 細胞の割合（凝集率）。 




AD(Cys)非導入細胞と AD(Cys)導入細胞にさまざまな濃度の 6-OHDA で酸化ストレスをかけ，細
 
- 96 - 
 
胞死率の違いを比較した。細胞を EthD-1 で染色して Tali™ Image-Based Cytometer で測定した。 
 
図 6-3-4-1. AD(Cys)による細胞死抑制効果 
ロットの異なる細胞を用いて 3 回実験を行なった。 
n は各条件で測定した細胞数。ドットプロットに重ねた線は中央値。 
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図 6-3-4-1 は，ひとつひとつの細胞の EthD-1 の蛍光シグナルをドットプロットで示した結
果である。n は各条件で測定した細胞数を示す。中央値はドットプロットに重ねた線で示し
た。「生細胞(Live)コントロール」は AD(Cys)も 6-OHDA も添加しなかった細胞を示す。「死
細胞(Dead)コントロール」は 70％エタノールに 30 分間曝露した細胞を示す。生細胞コント
ロールと死細胞コントロールを比較すると，死細胞コントロールは多くの細胞が高い EthD-
1 蛍光シグナルを発したことがわかる。また，10 μM， 30 μM， 50 μM の 6-OHDA で酸化
ストレスをかけた条件下の細胞では，AD(Cys)非導入細胞で 50 μM の 6-OHDA 添加によって




図 6-3-4-2. AD(Cys)による細胞死抑制効果 
（a）各濃度の 6-OHDA による酸化ストレス条件下の死細胞（EthD-1 陽性細胞）の割合。 
（b）50 μM 6-OHDA による酸化ストレス条件下の生細胞と死細胞の割合。 
 
 
図 6-3-4-2 （a）は 10 μM， 30 μM， 50 μM の 6-OHDA を添加し，24 時間後の細胞死率を
示している。異なった 3 つのロットの細胞の測定結果の平均値を示した。6-OHDA の濃度が高
くなるほど細胞死率は高くなったが，AD(Cys)導入細胞では AD(Cys)非導入細胞に比べて大
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図 6-3-1 では，GFP-α-synuclein 安定発現株に酸化ストレス 6-OHDA を加え，GFP-
α-synuclein が凝集形成する様子を観察した。6-OHDA を添加していないコントロール（図 6-
3-1(左)）では，多くの細胞が細胞質全体で均一に GFP 蛍光を放ち，GFP-α-synuclein が細胞
質で発現していることを確認した。6-OHDA を添加すると（図 6-3-1（右）），細胞質で GFP
蛍光が点状に集まっている細胞が多く見られたため，これは GFP との融合タンパク質とし
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の局在に寄与したことが示唆された。Velazquez ら[121] は熱ショック処理により Hsp70 が
細胞質から核に移行し，環境のストレスから細胞を防護していると報告した。Tapia ら[122] 
は Hsp90 が細胞の栄養飢餓状態に応答して核に蓄積することを示した。一方で，図 6-3-3 で
示すように，AD(Cys)は細胞質の α-synuclein の凝集抑制に働いた。細胞質でミニシャペロン
として働きつつ， 核に入った AD(Cys)も核で何らかの役割を果たす可能性がある。 
 
 
図 6-4. AD(Cys)導入有無による GFP 蛍光強度と GFP-α-synuclein 発現の比較 
(a) 異なる 3 つのロットの細胞を用いた GFP 蛍光強度比較。n は測定した細胞数を示す。
ドットプロットに重ねた線は中央値を示す。 
(b) 左：ウェスタンブロット法による GFP-α-synuclein 発現比較。 
右：GFP-α-synuclein / α-tubulin の相対グラフ 
 
 
ここで，AD(Cys)導入が GFP-α-synuclein の発現に影響を与えないことが Tali™ 
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Image-Based Cytometer による各細胞の蛍光強度測定とウェスタンブロット法によって示さ
れた（図 6-4）。図 6-4(a)は異なる 3 つのロットの細胞を用いた GFP 蛍光強度比較をドット
プロットで示した。ドットプロットに重ねた線は中央値を示す。この結果から，AD(Cys)導
入有無による GFP-α-synuclein の蛍光強度は変化が見られないことが示された。さらに細胞
内タンパク質を抽出したウェスタンブロット法の結果（図 6-4(b)）も AD(Cys)導入は GFP-
α-synuclein の発現に影響を与えないことが示された。さらに図 6-3-4-1 と図 6-3-4-2 では， 
AD(Cys)による細胞死抑制効果を EthD-1 染色で調べた。AD(Cys)導入によって酸化ストレス
条件下の細胞の生存率が改善した。図 6-3-3 の結果と併せると，細胞死につながる α-
synuclein の凝集形成を AD(Cys)が抑えたことが示された。 
PD 関連タンパク質である DJ-1 は，α-synuclein の凝集を抑制するが，α-synuclein の
凝集体に共局在しないことから，α-synuclein の凝集形成の早期の段階に作用することが示唆
されている[123]。Xu ら[124]は，DJ-1 がシャペロン介在性オートファジーパスウェイを介し
て α-synuclein の凝集を抑制していることを示した。第五章の結果から AD(Cys)は α-synuclein
の凝集形成の早期の段階から共存させた場合に抑制効果を示したが，AD(Cys)がどのような
メカニズムで細胞内 α-synuclein の凝集抑制に働いているのかは今後の研究を期待したい。 
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第七章 総合考察 
PD 発症の原因タンパク質である α-synuclein の凝集・アミロイド線維化抑制効果について
は，これまで Hsp70[72-74]などの分子シャペロンでの報告があるが，Hsp60 については十分
に議論されてこなかった。 
本研究で初めてヒト Hsp60GW 変異体による α-synuclein アミロイド線維化抑制効
果を明確に示した。第二章，第三章では，Hsp60 GW の物性評価と α-synuclein アミロイド線
維化抑制効果について検証した。分子シャペロン Hsp60 グループの AD は，疎水性相互作
用で相手タンパク質と結合することが知られている。AD は ATP の存在などによって変化
する「開閉式」で，「閉じた」構造から AD の配向が変わり「開いた」構造になることで，
表面に露出する疎水性領域が広がり，相手タンパク質を捉える力が増強する。大腸菌 Hsp60
である GroEL を用いた先行研究の成果を踏まえ，本研究ではヒト Hsp60 の AD 配向をタン
パク質工学的手法で変化させた。AD を上方に押し上げ「開いた」構造にした Hsp60 GW は， 
Hsp60 WT に比べ表面疎水性が高いため（図 2-3-3），α-synuclein のアミロイド線維化を強力




Hsp60 は巨大な 14 量体を形成していることから，細胞外から細胞内に導入するには，その
大きさが課題であった。そこで，AD を単離することにした。 
第四章，第五章では AD の単離とその安定化，さらに AD(Cys) による α-synuclein
アミロイド線維化抑制効果について評価した。単離した GroEL AD はコシャペロニン GroES
や ATP 非存在下で相手タンパク質のフォールディングを手助けする「ミニシャペロン」と
して働くことが知られている。Jain らは，GroEL AD が凝集傾向タンパク質 Maltodextrin-
glucosidase と緩やかに結合・解離を繰り返しながら機能的中間体を介してリフォールディン
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グさせることを示した[125]。本研究では Hsp60 AD のミニシャペロンとしての機能を調べる
ために，単離した。しかし，凍結乾燥後サンプルの溶解性の低さや温度依存的二次構造の変
化から単離 Hsp60 AD は構造不安定であると判断した。そこで，単離 Hsp60 AD 立体構造の
N 末端と C 末端が近いことに着目し，両方にシステイン残基を導入することでジスルフィ
ド結合形成による構造安定化を試みた。システイン残基導入によるタンパク質の安定化は，
1987 年に Pantoliano ら[126]によって報告されたタンパク質工学的手法の一つである。シス
テイン残基導入後(AD(Cys))は，溶解性・二次構造から安定化したことが確認できた。
AD(Cys)と α-synuclein の解離定数測定や Thioflavin T 蛍光測定の結果から，14 量体 Hsp60 よ
り α-synuclein との相互作用は弱いものの，アミロイド線維化を抑制することが示された。
次に，細胞内でも AD(Cys)はミニシャペロンとして働くか調べることにした。 




て Hsp を導入すると，細胞の受けるストレスが軽減される[73,127-129]。Sontag ら[76] は，








用も考えられる。本研究で作製した AD(Cys)は 14 量体 Hsp60 に比べ小型なため，細胞導入
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の困難さを解決し，動物実験など今後の展開が期待できる。図７にヒトシャペロニン変異体
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